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1 Einleitung 
Neben der Reinigung ist die Desinfektion eine unverzichtbare Maßnahme zur Verhütung der 
Übertragung von Infektionserregern, zur Bekämpfung von Tierseuchen sowie zur Sicherung 
der Qualität auf allen Ebenen der Nahrungsmittelproduktion. Aufgrund der vielseitigen 
Einsatzmöglichkeiten werden, insbesondere im Bereich der Veterinärmedizin, hohe 
Anforderungen an die Leistungs- und Belastungsfähigkeit von Desinfektionsmitteln gestellt. 
Die wachsende Nachfrage über die Eignung von Desinfektionsmitteln führte im Jahre 1970 
zur Bildung des Ausschusses „Desinfektion in der Veterinärmedizin“ der Deutschen 
Veterinärmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG). Die von diesem Ausschuss erarbeiteten 
„Richtlinien zur Prüfung chemischer Desinfektionsmittel für die Veterinärmedizin“ bilden die 
Grundlagen der seit 1975 veröffentlichten „Listen der nach den Richtlinien der DVG 
geprüften und als wirksam befundenen Desinfektionsmittel für die Tierhaltung“ bzw. der seit 
1987 veröffentlichten Listen für den Lebensmittelbereich. Diese Richtlinien unterliegen 
ständigen Anpassungen und Erweiterungen, gerade auf dem Gebiet der 
anwendungsorientierten Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln. Hierbei werden im 
Bereich der Tierhaltung entsprechende Keimträgeroberflächen für die Prüfung auf 
Bakterizidie, Fungizidie und Viruzidie verwendet. Auf dem Gebiet der Lebensmittelhygiene ist 
momentan nur die Prüfung auf Bakterizidie und Fungizidie vorgesehen. Da jedoch auch 
Viruskontaminationen im Bereich der Be- und Verarbeitung von Lebensmitteln tierischer 
Herkunft ein Gefährdungspotential für den Verbraucher darstellen können, sollte für diesen 
Bereich die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel auf Viruzidie erweitert werden.  
Des Weiteren besteht auch in der tierärztlichen Praxis ein spezieller Bedarf an Desinfektions-
maßnahmen. Hierbei trägt der Tierarzt hinsichtlich der Infektionsprävention und -kontrolle 
eine große Verantwortung. Da weder auf dem Gebiet der Bakterizidie- und Fungizidie- noch 
auf dem Gebiet der Viruzidieprüfung entsprechende etablierte Prüfvorschriften vorhanden 
sind, sollte auch hier eine Erweiterung der Richtlinien erfolgen.   
Die Bestrebungen einer europäischen Harmonisierung der Prüfvorschriften von chemischen 
Desinfektionsmitteln führten im Jahre 1990 zur Gründung des Technischen Komitees 
CEN/TC 216 innerhalb des Europäischen Komitees für Normung (CEN – Comité Européen 
de Normalisation). Die Einarbeitung der europäischen Normen wurde in der überarbeiteten 
4. Auflage der „Richtlinien für die Prüfung von Desinfektionsverfahren und chemischen 
Desinfektionsmitteln“ der DVG (ANON. 2007) bereits berücksichtigt.  
Um eine optimale Aussage über die Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels treffen zu 
können, müssen praktische Verhältnisse simuliert werden. Durch Suspensionsversuche 
allein ist ein Aufschluss über die Verhaltensweise eines Desinfektionsmittels auf praxisnahen 
Oberflächen nicht möglich. Deshalb war das Ziel der vorliegenden Arbeit ein Keimträger-
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modell zur Beurteilung der viruziden Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln zu entwickeln. 
Dieses Verfahren soll Erkenntnisse für die Erweiterung und Anpassung der bestehenden 
Richtlinien der DVG auf dem Gebiet der Viruzidieprüfung für den Lebensmittelbereich und 
der tierärztlichen Praxis liefern. Dazu wurden zwei Viren ausgewählt, die aufgrund ihrer 
Tenazität und Praxisrelevanz zur Desinfektionsmittelprüfung herangezogen werden könnten. 
Mit Hilfe dieser Methodik soll eine Bewertung der Viren hinsichtlich ihrer Eignung als 
mögliche Prüfviren ermittelt werden. Die Prüfung erfolgte unter Verwendung von fünf 
verschiedenen Grundchemikalien, die alle unter gleichen Bedingungen auf ihre viruzide 
Wirkung getestet wurden. Neben der Prüftemperatur von 20°C, die in den aktuellen 
Richtlinien i.d.R. als verbindliche Prüftemperatur eingesetzt wird, wurde eine zusätzliche 
Prüfung bei 10°C in Anpassung an die praktischen Gegebenheiten im Lebensmittelbereich 
durchgeführt. Die Auswahl der Belastungssubstanzen erfolgte in Anlehnung an die DIN EN 
14675 „Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika - Quantitativer Suspensionsversuch 
zur Bestimmung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika für 
den Veterinärbereich“ (ANON. 2005).  
Die gewählten Parameter wie Keimträger, Prüforganismen, Belastungssubstanzen, 
Einwirkzeit und Prüftemperatur sollen praxisähnliche Bedingungen simulieren, um eine 
effektive Aussage über die viruzide Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels erhalten zu 
können. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Reinigung und Desinfektion 
2.1.1 Begriffsbestimmung 
Unter dem Begriff Reinigung versteht man einen Prozess der zur Entfernung von 
Verunreinigungen dient. Die Reinigung ist eine Grundvoraussetzung für die Wirkung 
chemischer Desinfektionsmittel in der Tierproduktion, sowie in der Be- und Verarbeitung von 
Lebensmitteln tierischer Herkunft (MÜLLER u. SCHLENKER 2004). Eine ausreichende 
Reinigung ist erfolgt, wenn die Struktur und Farbe der Oberfläche erkennbar ist. In der 
Desinfektionsrichtlinie des Bundesministeriums für Ernährung, Landwirtschaft und Forsten 
(ANON. 1997) wird die Reinigung als möglichst vollständige Beseitigung allen Schmutzes 
beschrieben, um bei der nachfolgenden Desinfektion keinen Wirkungsverlust des 
Desinfektionsmittels zu erhalten. Eine Abtötung bzw. Inaktivierung von Mikroorganismen ist 
bei entsprechenden Reinigungsverfahren nicht beabsichtigt (STEUER u. SCHUBERT 2007). 
Für den Begriff Desinfektion finden sich in der Literatur zahlreiche, teilweise 
unterschiedliche Definitionen. REBER (1973) formulierte folgende Definition: „Die 
Desinfektion ist die gezielte Entkeimung mit dem Zweck, die Übertragung bestimmter 
unerwünschter Mikroorganismen durch Eingriffe in deren Struktur oder Stoffwechsel 
unabhängig von ihrem Funktionszustand zu verhindern“. MAYR (2007) versteht unter dem 
Begriff Desinfektion die gezielte Abtötung bestimmter pathogener Mikroorganismen, wobei 
neben der Vernichtung unerwünschter Keime die natürlichen Umwelt- und 
Lebensbedingungen so wenig wie möglich beeinflusst werden sollen. Das Robert-Koch-
Institut (ANON. 2004b) gibt als Ziel der Desinfektion an, dass nicht die Eliminierung 
infektionsrelevanter Umweltkeime, sondern die definierte Reduzierung der Anzahl 
pathogener oder fakultativ-pathogener Mikroorganismen erfolgen muss. Im früheren 
Deutschen Arzneibuch 6 wird der Vorgang des Desinfizierens als Maßnahme beschrieben, 
um einen Gegenstand in einen Zustand zu versetzen, in dem er nicht mehr infizieren kann. 
Es erschien notwendig, Infektionserreger abzutöten, jedoch nicht, bis auf den letzten Keim, 
da geringe Keimdosen zu keiner Infektionskrankheit führen (GUNDERMANN 1981). Das 
gemeinsame Ziel sämtlicher Maßnahmen ist die Abtötung bzw. irreversible Inaktivierung von 
Krankheitserregern und damit die Unterbrechung von Infektionsketten (WALLHÄUßER 
1995). Aus der Vieldeutigkeit eines derart wichtigen Begriffes folgen Missverständnisse und 
Unsicherheiten in Forschung und Praxis, vor allem werden jedoch verschiedene Maßstäbe 
gesetzt, die eine einheitliche Bewertung und Prüfung der Desinfektionsverfahren unmöglich 
machen. Aus diesem Grund ist es notwendig, in entsprechenden Richtlinien eine 
ausreichende Desinfektion zu definieren. 
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Die Antisepsis umfasst Maßnahmen der Keimvernichtung am lebenden Wirt, bei dem sich 
eine Kontamination oder Infektion ausgebildet hat oder sich einstellen könnte. Somit wird 
eine Ausbreitung der Krankheitserreger in diesem Organismus entgegengewirkt (BÖHM 
2002). 
Der Begriff Sanitation ist definiert als eine verschärfte Reinigung unter Zuhilfenahme von 
waschaktiven Substanzen und keimhemmenden oder keimabtötenden Mitteln. Ziel der 
Sanitation ist es ein keimarmes Milieu zu schaffen. 
Unter den Begriffen Sterilisation oder Asepsis versteht man die generelle Vernichtung aller 
Mikroorganismen, einschließlich der besonders widerstandsfähigen Bakteriensporen (MAYR 
2007, REBER 1973). Dies kann erreicht werden durch thermische oder chemische Verfahren 
sowie durch ionisierende Strahlen (BÖHM 2002). Eine sorgfältige Reinigung ist für eine 
sichere Sterilisation unerlässlich. 
Weitere Begriffe, die für diese Arbeit von Bedeutung sind, werden im Folgenden definiert. 
Der Eiweißfehler eines Desinfektionsmittels führt zu einer Herabsetzung der Wirksamkeit in 
Gegenwart von Eiweißen. Diese schützen die Mikroorganismen, indem sie als Hüll- und 
Schutzkolloide fungieren. Dadurch muss bei der Prüfung und Zulassung eines 
Desinfektionsmittels der Einsatz von organischen Belastungssubstanzen berücksichtigt 
werden (STEIGER 1986). 
Eine Wirksamkeitsbeeinträchtigung von Desinfektionsmitteln durch eine Herabsetzung der 
Temperatur wird als Kältefehler bezeichnet. Die Reduktion der Anwendungstemperatur von 
20°C auf 10°C kann ohne weiteres eine Verdopplung der Anwendungskonzentration 
erforderlich machen (HOLZAPFEL et al. 2004). 
 
2.1.2 Desinfektionsverfahren 
Die Desinfektion kann durch unterschiedliche Verfahren erreicht werden. Dabei wird 
zwischen den physikalischen und chemischen Verfahren unterschieden, die im 
Nachfolgenden aufgrund der Praxisrelevanz näher erläutert werden. Häufig erfolgt eine 
Kombination beider Verfahren, um einen effektiveren Wirkungserfolg zu erzielen (BÖHM 
2002).  
MAYR (2007) stellt folgende Anforderungen an Desinfektionsverfahren, die erfüllt werden 
müssen, um diese für die praktische Anwendung zu nutzen: 
 schnelle und sichere Abtötung von Krankheitserregern 
 Anwendung soll nicht toxisch sein 
 reizlos für Mensch und Tier 
 chemische Mittel sollen möglichst abbaubar sein 
 keine schädigende Wirkung auf das zu desinfizierende Objekt 
 wirtschaftliches Verfahren 
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2.1.2.1  Physikalische Verfahren 
BODENSCHATZ (2006) stellt folgende Übersicht der physikalischen Verfahren zusammen:  
 
Tabelle 1:  Übersicht von physikalischen Desinfektionsmaßnahmen 
 
Thermische Verfahren 
Die Hitze ist als thermisches Verfahren zur Inaktivierung bzw. Abtötung von Mikro-
organismen das zuverlässigste Mittel (BÖHM 2002). Anwendung findet sie in feuchter oder 
trockener Form, wobei die feuchte Hitze eine bessere Wirkung auf Mikroorganismen erzielt, 
als die trockene Hitze. BODENSCHATZ (2006) führt hierfür verschiedene Faktoren auf: 
 erhöhte Resistenz von Mikroorganismen gegenüber trockener Hitze 
 trockene Luft als schlechter Wärmeleiter 
 Fähigkeit des Dampfes bei gleicher Temperatur mehr Wärme zu speichern. 
 
Desinfektion durch Auskochen 
Heißes Wasser mit einer Temperatur von 75 bis 80°C tötet innerhalb kurzer Zeit vegetative 
Bakterien, einschließlich Mykobakterien ab. Jedoch sind viele Bakteriensporen weitest-
gehend unempfindlich gegen das Kochen. Die meisten Sporen apathogener und pathogener 
Bazillen und Clostridien widerstehen Temperaturen von 100°C für mehrere Stunden. Aus 
diesem Grund ist das Auskochen grundsätzlich nur als desinfizierende und nicht als 
sterilisierende Maßnahme zu betrachten (SCHLIESSER 1981). Von Bedeutung ist diese 
Form der Desinfektion zur Dekontamination von Instrumenten, Futter- und Wassernäpfen, 
etc. (KRAMER u. WEISS 2003). Eine Beeinträchtigung der Wirksamkeit kann verursacht 
werden durch koagulierte eiweißhaltige Verunreinigungen auf dem Desinfektionsgut 
(BODENSCHATZ 2006). Durch den Zusatz von Sodalösungen bzw. Waschmitteln kann 
dieses verhindert werden. 
 
 
 
Thermische Verfahren 
 
Aktinische Verfahren 
 
Mechanische Verfahren 
 
- Feuchte Hitze 
  • Auskochen 
  • Wasserdampf 
 
- UV-Strahlung 
 
- Filtration          
 
- Trockene Hitze 
  • Abflammen 
  • Verbrennen           
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Desinfektion durch Wasserdampf    
Erhitzt man Wasser bis zu seinem Siedepunkt in einem nicht dicht schließenden Gefäß, so 
hat der dabei entstehende Dampf eine Temperatur von 100°C. Diese Anwendung vom 
strömenden Dampf z.B. im „Koch‘schen Dampftopf“ hat gegenüber dem einfachen Kochen 
den Vorteil, dass der so entstehende Dampf in das zu desinfizierende Gut (z.B. Textilien) 
tiefer eindringen und damit eine sichere Desinfektionswirkung erzielen kann. Die Dauer der 
Desinfektion hängt von dem jeweiligen Desinfektionsgut ab und sollte mindestens 15min 
betragen. Verbesserungen hinsichtlich der Desinfektionswirkung kann durch leichten 
Überdruck erzielt werden (STEUER u. SCHUBERT 2007). Dieser gespannte Dampf wird 
nicht nur für die Sterilisation sondern auch für Dampfstrahlgeräte verwendet. Im Vordergrund 
steht jedoch die Reinigungswirkung solcher Geräte, da der Dampf mit einer Temperatur von 
über 100°C bis zum Auftreffen auf die Oberfläche soweit abkühlt, dass eine ausreichende 
desinfizierende Wirkung nicht zu erwarten ist. Durch eine zusätzliche Verwendung von 
chemischen Desinfektionsmitteln kann der Desinfektionseffekt unterstützt werden (BISPING 
1999).       
 
Desinfektion durch Abflammen, Verbrennen und Ausglühen 
Das Abflammen von Metallgeräten, Porzellan oder Glas wird sehr häufig im Laborbereich 
angewandt. Jedoch ist diese Form der Desinfektion relativ unsicher, da keine verlässliche 
Aussage über eine ausreichende Abflammzeit und Temperatur getroffen werden kann 
(BODENSCHATZ 2006).    
Eine sichere Desinfektionsmethode ist die Verbrennung von z.B. infektiösen oder wertlosen 
Materialien, wobei in diesem Verfahren die Voraussetzungen für eine effektive Wirkung die 
Verbrennungstemperatur und -verweilzeit darstellen.  
Das Ausglühen als Methode zur Keimabtötung sollte nur an feuerfesten Objekten (z.B. 
Instrumenten aus Metall, Impfösen) durchgeführt werden. Die anhaftenden Mikroorga-
nismen werden in Sekundenbruchteilen durch Temperaturen von über 500°C abgetötet 
(BODENSCHATZ 2006). 
 
Aktinische Verfahren 
Desinfektion durch UV-Strahlung 
Aufgrund einer geringen Eindringtiefe von UV-Strahlen wird nur an der Oberfläche von festen 
Körpern bzw. Flüssigkeiten eine keimabtötende Wirkung erzielt. Der wirksamste Bereich der 
Strahlen liegt bei einer Wellenlänge von 254nm (STEUER u. SCHUBERT 2007). 
Anwendungsmöglichkeiten finden sich in Form von UV-Lampen zur Oberflächen- 
desinfektion in vielen Laboratorien sowie zur UV-Bestrahlung von Wasser, u.a. zur 
Trinkwasserdesinfektion (BODENSCHATZ 2006). Jedoch muss darauf geachtet werden, 
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dass die Wirkung der UV-Strahlen durch Schmutz- und Staubteilchen eingeschränkt werden 
kann und Mikroorganismen, die sich im Schatten befinden, nicht erfasst werden (KRAMER u. 
WEISS 2003).  
 
Mechanische Verfahren 
Desinfektion durch Filtration   
Bei der Filtration von Flüssigkeiten und Gasen handelt es sich nicht um ein Desinfektions-
verfahren im klassischen Sinne (BODENSCHATZ 2006). Diese Art der Entkeimung wird 
besonders häufig bei der Herstellung von hitzeempfindlichen Arzneimitteln oder Impfstoffen 
verwendet. Man spricht bei dieser Methode von der Sterilfiltration. Die üblichen Filter mit 
einer Größe von 0,2µm sind bakteriendicht, jedoch können neben Mykoplasmen 
insbesondere Viren diese Porengröße passieren. Deshalb ist für eine Abtrennung von Viren 
ein Ultrasterilfilter notwendig. Anwendungsbereiche für die Filtration von Gasen finden sich 
z.B. in Form von Luftfilter bei Klimaanlagen für Operationssäle, in Infektions-, Intensiv-
stationen oder in Arzneimittelherstellungsbetrieben. Bei thermolabilen Flüssigkeiten kommt 
ebenfalls die Filtration zum Einsatz. Hierbei stehen verschiedene Filterschichten aus 
Porzellan, Keramik, Kieselgur oder Kolloidmembranen mit unterschiedlichen Porengrößen 
zur Verfügung (STEUER u. SCHUBERT 2007).   
 
2.1.2.2 Chemische Verfahren 
Aufgrund möglicher nachteiliger Wirkungen physikalischer Verfahren, wie begrenzte 
Anwendbarkeit, lange Einwirkungszeiten (UV-Strahlung, Wärme) sowie eventuelle 
Schädigungen am zu desinfizierenden Material (Abflammen, Kochen), dominiert in der 
Praxis die Anwendung chemischer Desinfektionsmittel (MAYR 2007). Im Nachfolgenden 
werden die einzelnen chemischen Grundsubstanzen näher erläutert. 
 
2.2 Desinfektionsmittel    
2.2.1 Wirkungsmechanismen chemischer Desinfektionsmittel 
Die Wirkmechanismen der Desinfektionswirkstoffe sind relativ unspezifisch und werden 
maßgeblich von der Konzentration und Einwirkdauer des Mittels bestimmt. Aufgrund der 
unspezifischen Angriffspunkte der Desinfektionswirkstoffe ist das Risiko von 
Resistenzentwicklungen bei Mikroorganismen viel geringer, als beispielsweise bei dem 
Einsatz antimikrobieller Chemotherapeutika, insbesondere den Antibiotika. Vegetative 
Bakterien besitzen 3 Hauptregionen für eine Interaktion mit Desinfektionsmitteln: Zellwand, 
Zellmembran und Zytoplasma. Dabei stehen folgende Mechanismen für eine Schädigung 
von Bakterien im Vordergrund: i) Reaktion mit Proteinen (Denaturierung), ii) Schädigung von 
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Zellmembranen, iii) Blockade essentieller Enzymsysteme im Zellstoffwechsel oder der 
Zellwandsynthese, iv) Permeabilitätsstörung oder v) Zytolyse (BODENSCHATZ 2006). 
Die Struktur von Viren unterscheidet sich wesentlich von anderen Mikroorganismen. 
Hinsichtlich der Angriffsregion von Desinfektionsmitteln wird zwischen behüllten und 
unbehüllten Viren unterschieden. Behüllte Viren werden meist durch die Einlagerung 
oberflächenaktiver Substanzen in die Hülle inaktiviert. Die Hülle, bestehend aus Phospho-
lipiden mit eingelagerten Proteinen, wird ab einer bestimmten Wirkstoffkonzentration des 
Desinfektionsmittels alteriert oder zerstört. In der Regel geht die, an die Hüllsubstanz 
gebundene Infektiosität der Viren, oft schon durch kurze Behandlungen mit lipidlösenden, 
oberflächenaktiven Stoffen (Detergentien, Tenside) verloren. Daher besitzen behüllte Viren 
eine hohe Empfindlichkeit gegenüber vielen Desinfektionsmitteln. Demgegenüber sind die 
Hauptwirkungen bei einer Inaktivierung von unbehüllten Viren die Alteration, Zerstörung oder 
Blockade des Proteinkapsids und/oder die Veränderung der viralen Nukleinsäuren, die in 
infizierten Wirtszellen für die Weitergabe der genetischen Information zur identischen 
Reproduktion verantwortlich sind (RABENAU u. SCHWEBKE 2010, RHEINBABEN u. 
WOLFF 2002, SCHLIESSER 1975). 
In Abhängigkeit von der Morphologie der Viren zeigen sich unterschiedliche Resistenzen 
gegenüber den Desinfektionsmitteln. Hierzu zählen RABENAU u. SCHWEBKE (2010) 
bestimmte Faktoren auf: 
 
 geringere Resistenz behüllter Viren im Vergleich zu unbehüllten Viren 
 höhere Stabilität von Viren mit eng anliegender Hülle 
 geringere Stabilität von Viren mit einem komplexeren Kapsid 
 je lipophiler ein Virus, desto geringer seine Stabilität 
 Beeinflussung der Resistenz durch Art und Menge der Begleitmaterialien (Blut, 
Eiweiß) 
 
Nachfolgend wird in der Tabelle 2 ein zusammenfassender Überblick über die 
Wirkmechanismen chemischer Desinfektionswirkstoffe gegeben. 
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Tabelle 2:  Beispiele für Wirkmechanismen ausgewählter Substanzen 
                   mod. nach BÖHM (2002), DENYER u. STEWART (1998), MAHNEL (1983) 
 
 
2.2.2 Faktoren zur Beeinflussung der Desinfektionsmittelwirkung 
Der Desinfektionserfolg wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst, die bei der 
praktischen Anwendung berücksichtigt werden müssen. Hierzu erläutert BÖHM (2002) 
primäre und sekundäre Faktoren.  
 
Zu den primären Faktoren zählen:  
 Wirkungsspektrum 
 Konzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels 
 Reinheit, Art und Beschaffenheit des zu desinfizierenden Materials. 
 
 
Wirkstoffgruppe 
 
Wirkmechanismus 
 
Zielstruktur 
 
Säuren 
 
Inhibierung 
 
Membran-Integrität 
 
Laugen  
 
Hydrolyse der 
Säureamidbindungen 
 
Hydrolyse der Zucker-
Phosphorsäurebindung  
 
Proteine 
 
 
Nukleinsäuren 
 
Alkohole 
 
Denaturierung 
 
Proteine 
 
Aldehyde 
 
Ausbildung irreversibler 
Methylbrücken 
 
Inhibition 
 
Proteine 
 
 
Enzyme 
 
Chlor und Chlorabspalter 
 
Oxidation durch 
Sauerstofffreisetzung 
 
Oxidation von SH-Gruppen 
 
Proteine und Nukleinsäuren 
 
 
Enzyme 
 
Peroxide 
 
Oxidation   
 
Proteine und Nukleinsäuren 
 
Quartäre 
Ammoniumverbindungen 
 
Porenbildung 
Denaturierung 
 
Zellmembran 
Proteine 
 
Phenol und 
Phenolderivate 
 
Inhibierung 
 
Proteine 
Enzyme 
 
Iod und Iodophore 
 
Denaturierung durch 
Oxidation des Jods 
 
Proteine 
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Zu den sekundären Faktoren zählen: 
 Umgebungstemperatur 
 pH-Wert  
 relative Luftfeuchte und Luftgeschwindigkeit.  
 
Im Folgenden werden die einzelnen Faktoren näher besprochen:  
 
- Wirkungsspektrum 
Jedes Desinfektionsmittel hat ein spezifisches Wirkungsspektrum, wonach sich in der 
Desinfektionspraxis die Auswahl eines geeigneten Mittels richtet. Momentan gibt es kein 
Mittel, welches das gesamte Spektrum an Erregern erfasst (KROKER 2006, WALLHÄUßER 
1995). Der Einsatz vieler Substanzen ist limitiert, da neben einer Wirksamkeit weitere 
Kriterien wie eine dermatologische, toxikologische und ökologische Unbedenklichkeit, eine 
Materialverträglichkeit, etc. erfüllt werden sollten (RHEINBABEN u. WOLFF 2002). Unter 
Mikroorgansimen gibt es große Variabilität und die Widerstandsfähigkeit gegenüber einem 
Hauptwirkstoff eines Desinfektionsmittels kann sehr unterschiedlich ausfallen. Im 
Allgemeinen sind Mykoplasmen und die meisten behüllten Viren hoch empfindlich. Viele 
grampositive und gramnegative Bakterien, sowie Pilze und Pilzsporen besitzen ebenfalls 
eine geringe Resistenz. Dagegen ist die Widerstandsfähigkeit von unbehüllten Viren, 
säurefesten Bakterien und v.a. Bakteriensporen äußerst ausgeprägt (SCHLIESSER 1975).  
 
HOCH EMPFINDLICH     
     Mykoplasmen 
     behüllte Viren 
     meisten grampositiven Bakterien 
     meisten gramnegativen Bakterien 
     Pilze und Pilzsporen 
     einige grampositive Bakterien (Staphylokokken) 
     einige gramnegative Bakterien (Pseudomonaden) 
     unbehüllte Viren 
     säurefeste Bakterien 
     Bakteriensporen 
HOCH RESISTENT 
 
Abbildung 1:  Desinfektionsmittelresistenz von Mikroorgansimen (SCHLIESSER 1975) 
 
- Konzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels 
Ein weiterer bedeutender Punkt ist die Einsatzkonzentration des verwendeten Des-
infektionsmittels. Sehr häufig werden die notwendigen Konzentrationen in der täglichen  
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Praxis aus Sparsamkeit bzw. wegen einer hohen Geruchsbelastung nicht eingehalten. 
Weiterhin können durch die Anwesenheit von organischen Materialien Wirkungsverluste der 
Desinfektionsmittel auftreten, wodurch eine entsprechende Konzentrationserhöhung des 
Mittels notwendig ist (WALLHÄUßER 1995). Neben dem Einsatz der korrekten Konzentration 
spielt die Einwirkzeit eine wesentliche Rolle. Zwischen beiden Größen bestehen 
Beziehungen, die jedoch nicht bei allen Mitteln gleich sind. Bei einigen Desinfektionsmitteln 
liegt ein proportionales Verhalten zwischen Abtötungszeit und Konzentration vor. Andere 
Mittel, wie Phenolpräparate zeigen mit steigender Konzentration eine wesentlich schnellere 
Zunahme der Desinfektionswirkung. Weiterhin kann eine Zunahme der Konzentrationen 
wieder zu einer Abnahme der Wirksamkeit führen (SCHMIDT et al. 1968).  
 
- Reinheit, Art und Beschaffenheit des zu desinfizierenden Materials 
Ebenfalls haben die Reinheit und Beschaffenheit der zu desinfizierenden Flächen einen 
wesentlichen Einfluss auf den Desinfektionserfolg. Einige Desinfektionsmittel werden durch 
die Anwesenheit von organischem Material (Blut, Urin) erheblich in ihrer Wirkung 
herabgesetzt. Bereits geringe Mengen von organischen Substanzen können die Wirkung von 
Desinfektionsmitteln mindern. Folgende Gründe sind dafür zu nennen: i) Absorption des 
Desinfektionsmittels durch Schmutzpartikel, ii) Schutzwirkung von Mikroorganismen durch 
Umhüllung mit organischen Material, iii) Komplexbildung von Desinfektionsmitteln mit 
organischen Stoffen und iv) zusätzliche Schutzwirkung dieser Komplexe auf Mikro-
organismen (THIEL 1978). Dieser sogenannte Eiweißfehler ist u.a. sehr stark bei Chlor-
verbindungen und quartären Ammoniumverbindungen ausgeprägt, wodurch in der Praxis 
eine erhöhte Konzentration bzw. ein Wirkstoffwechsel erforderlich ist (WEBBER et al. 2006). 
Das Haftvermögen von Mikroorganismen hängt wesentlich von der Oberflächen- 
beschaffenheit des Trägermaterials ab, welches damit einen großen Einfluss auf die 
desinfizierende Wirkung hat. Raue Oberflächen sind im Allgemeinen schwieriger zu reinigen 
und zu desinfizieren als glatte Oberflächen. Dabei begünstigen Materialien wie Glas, 
glasierte Keramik und rostfreier Stahl eine chemische Desinfektion, während ungestrichenes 
Holz, korrodierte Metalle und Metalllegierungen, Kunststoffe und Putz, etc. die Desinfektion 
erschweren (SCHLIESSER 1981). Um diese Unterschiede zu berücksichtigen, werden bei 
den Desinfektionsmittelprüfungen unter Laborbedingungen verschiedene Oberflächen-
materialien zur Testung herangezogen. Allein durch Suspensionsversuche ist es nicht 
möglich die praxisnahen Bedingungen zu simulieren, bei denen nur auf die 
Belastungssubstanzen und Prüftemperatur, nicht aber auf verschiedene Trägermaterialien 
eingegangen wird. 
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- Umgebungstemperatur 
Bei fast allen Desinfektionsmitteln wird durch eine Temperaturerhöhung eine 
Wirkungssteigerung erzielt. Ausnahme stellen Peressigsäure und Alkohole dar, deren 
Wirksamkeit temperaturunabhängig ist. Der sog. Kältefehler einiger Desinfektionsmittel ist 
besonders für den Einsatz im Lebensmittel- und Tierhaltungsbereich zu berücksichtigen 
(BODENSCHATZ 2006). Solche Wirksamkeitsverluste durch eine Temperaturreduktion 
können durch eine Verlängerung von Reaktionszeiten oder durch eine Erhöhung der 
Konzentration kompensiert werden (YILMAZ u. KALETA 2003a, YILMAZ u. KALETA 2004). 
SCHLIESSER (1975) gibt als Faustregel an, dass im Vergleich zu 20°C bei 12°C etwa 
doppelt so lange und bei 4°C etwa fünfmal längere Einwirkzeiten notwendig sind. 
 
- pH-Wert  
Die pH-Toleranz ist bei den verschiedenen Mikroorganismen sehr unterschiedlich. Im 
Allgemeinen sind saure pH-Werte für Bakterien und alkalische pH-Werte hauptsächlich für 
Pilze und Hefen ungünstig. Die Stabilität der Viren lässt sich durch Veränderungen des pH-
Wertes stark beeinflussen. Die meisten Viren werden bei pH-Werten von 10 oder höher 
schnell inaktiviert. In sauren pH-Bereichen variiert ihre Stabilität beträchtlich. Einige 
Picornaviren sind bei einem pH-Wert von 2 noch stabil, wohingegen andere Viren bereits 
eine schnelle Inaktivierung bei einem pH-Wert von 6 zeigen (THIEL 1978). 
Neben diesem direkten Einfluss des pH-Wertes auf die Mikroorganismen kann aber auch der 
keimabtötende Effekt der Desinfektionsmittel durch den pH-Wert beeinflusst werden. 
Abhängig von der chemischen Zusammensetzung haben Desinfektionsmittel 
unterschiedliche pH-Bereiche für ihr Wirkungsoptimum. Ein enger pH-Bereich schränkt die 
Anwendbarkeit des entsprechenden Mittels ein (SCHLIESSER 1981).    
 
Tabelle 3:  Optimaler pH-Bereich einiger ausgewählter Desinfektionswirkstoffe              
                   (BODENSCHATZ 2006, SCHLIESSER 1981)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Desinfektionswirkstoffe 
 
Optimaler pH-Bereich 
Peressigsäure 2 - 4 
Glutaraldehyd 5 - 8,5 
Formaldehyd 4 - 9 
Quartäre Verbindungen 5 - 9 
Chlorabspalter 6 - 10 
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- relative Luftfeuchte und Luftgeschwindigkeit 
Die Desinfektionswirkstoffe können nur dann ihre volle Wirksamkeit entfalten, wenn die 
Mikroorganismen von einem Feuchtigkeitsfilm umgeben sind. Einerseits dient das Wasser 
als Transportmedium, andererseits aber auch als Reaktionspartner (BODENSCHATZ 2006). 
Die relative Luftfeuchte hat zusätzlich einen wesentlichen Einfluss auf den Erhalt der 
Mikroorganismen. Beispielsweise sind Rotaviren, Influenza- und Newcastle-Disease-Viren 
bei einer geringeren Luftfeuchte (20-50%) länger stabil. Andere Viren wie Polioviren 
überleben dagegen besser bei einer hohen Luftfeuchte (RABENAU u. SCHWEBKE 2010).  
 
2.2.3 Anforderungen an ein Desinfektionsmittel 
Für die optimale Wirkung eines Desinfektionsmittels sind bestimmte Voraussetzungen 
notwendig. STEUER u. SCHUBERT (2007) führen zahlreiche Eigenschaften eines idealen 
Desinfektionsmittels auf.  
Hierzu zählen: 
 
 Abtötung bzw. irreversible Schädigung der gewünschten Mikroorganismen 
 schneller Wirkungseintritt 
 hohe Materialverträglichkeit gegenüber dem Desinfektionsgut 
 möglichst keine Wirkungsverluste durch Eiweiß, Schmutz 
 ausreichende Stabilität gegenüber schwankenden Temperaturverhältnissen 
 geringe Toxizität/Gefahr für die Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt 
 biologisch abbaubar 
 lagerstabil 
 wirtschaftlich 
 
Alle diese Anforderungen sind gegenwärtig von keinem chemischen Desinfektionsmittel 
gleichzeitig zu erfüllen. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, aus der Fülle an kommerziell 
erhältlichen Desinfektionsmitteln das geeignete Mittel für den jeweiligen Anwendungsbereich 
auszuwählen. In der Praxis muss der Anwender einen Kompromiss zwischen unabdingbaren 
und erwünschten Anforderungen finden (KROKER 2006, SCHLIESSER 1981, SCHMIDT et 
al. 1968).  
 
2.2.4 Übersicht chemischer Desinfektionswirkstoffe 
2.2.4.1 Säuren 
In den meisten Fällen werden zur Desinfektion organische Säuren eingesetzt. Eine gute 
Wirksamkeit zeigen Ameisen-, Phenylessig-, Essig- und Propionsäure. Mit Ausnahme der 
Ameisensäure, die zur Flächendesinfektion im Stallbereich genutzt wird, liegt das 
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Hauptanwendungsgebiet der organischen Säuren bei der Konservierung von Lebensmitteln 
und Kosmetika (TRAUZETTEL 1993). Weiterhin werden organische Säuren häufig als 
Kombinationspartner zur Wirkungsverstärkung in Desinfektionsmitteln verwendet.   
Die Wirksamkeit der organischen Säuren wird nur dann erreicht, wenn der Großteil in 
undissoziierter Form vorliegt. Das ist der Fall bei pH-Werten, die unter dem pKa-Wert der 
Säure liegen, d.h. bei Zunahme des pH-Wertes sinkt die Effektivität der Säure stark ab. Die 
Ameisensäure hat ein relativ breites Wirkungsspektrum, jedoch zeigen Schimmelpilze eine 
hohe Widerstandsfähigkeit. Um eine optimale Wirkung der organischen Säuren zu erzielen, 
müssen relativ hohe Konzentrationen der Mittel verwendet werden. Weiterhin zeigen die 
Säuren bei einer Zunahme von Eiweißbelastungen eine Abnahme der Wirksamkeit 
(RUSSEL et al. 1992).   
 
2.2.4.2 Laugen 
Die Wirkungsweise der Alkalien beruht vor allem auf dem hohen pH-Wert. Vertreter wie 
Natronlauge werden zur Oberflächendesinfektion, z.B. in Desinfektionsmatten bzw. -wannen 
angewandt (TROLLDENIER 2003). Natrium- und Kaliumhydroxid finden vor allem 
Anwendung in der Landwirtschaft zur Desinfektion von Flüssigmist, im Molkereibereich sowie 
in der Getränkeherstellung. Des Weiteren kommt Calciumhydroxid (Kalkmilch) in der 
Landwirtschaft zur Desinfektion von Fäkalien zum Einsatz. 
Natronlauge, die wässrige Form des Natriumhydroxids, ist die stärkste bekannte Lauge 
(SCHLIESSER 1981). Die Effektivität der Alkalien nimmt mit steigender Temperatur zu. In 
einer 2%igen Lösung hat Natronlauge eine gute Wirkung gegen Bakterien und Viren, jedoch 
werden Mykobakterien und Pilze im Wirkungsspektrum nicht mit erfasst. Trotz des Vorteils 
eines geringen Eiweißfehlers ist die Anwendbarkeit von Natronlauge als Desinfektionsmittel 
durch seine stark korrosive Eigenschaft und eine mangelhafte Wirkung auf rauen 
Materialien, wie beispielsweise Holz, sehr eingeschränkt (BÖHM 2002).    
 
2.2.4.3 Alkohole 
Ein- oder mehrwertige Alkohole wie Methanol, Ethanol und Propanol besitzen in 
Abhängigkeit von ihren Stoffeigenschaften unterschiedliche mikrobizide Wirksamkeiten. 
Methanol wird aufgrund der hohen Toxizität für den Menschen nur industriell genutzt. 
Ethanol zeigt eine gute Wirkung als 50-70%ige Lösung und wird sehr häufig zur Hände- und 
Instrumentendesinfektion eingesetzt. Isopropanol und n-Propanol haben im Vergleich zu 
Ethanol als 20-90%ige Lösung eine bessere und längere Wirksamkeit aufgrund der 
langsameren Verdunstung (TROLLDENIER 2003). 
Die mikrobizide Wirkung der Alkohole nimmt mit steigender Kettenlänge zu. Des Weiteren ist 
die Wirkung stark vom Wassergehalt abhängig. Die Alkohole dürfen nicht in konzentrierter 
 
Literaturübersicht 
 
15 
 
Form vorliegen, da sonst nur ein konservierender Effekt auftreten würde (KRAMER u. 
WEISS 2003).   
Sporen und viele unbehüllte Viren werden von den Alkoholen nicht erfasst. Neben dem 
Einsatz als Desinfektionsmittel werden sie häufig als Konservierungsmittel in Arzneimitteln, 
Kosmetika und Lebensmitteln verwendet (BÖHM 2002). In zahlreichen kommerziellen 
Desinfektionsmitteln werden Alkohole alleine oder in Kombination mit anderen Komponenten 
mit einer Gesamtkonzentration zwischen 20 und 70% eingesetzt (MOORER 2003).    
 
2.2.4.4 Aldehyde 
Die wichtigsten Vertreter der Aldehyde sind Formaldehyd, Glutaraldehyd und Glyoxal. 
Formaldehyd wird sehr häufig als wässrige Lösung (Formalin) zur Flächendesinfektion, aber 
auch zur Desinfektion von Fäkalien in der Landwirtschaft eingesetzt. Des Weiteren kann 
Formaldehyd gasförmig zur Raumluftdesinfektion genutzt werden. Glutaraldehyd eignet sich 
aufgrund seiner stärkeren sporoziden Wirkung besonders zur Instrumentendesinfektion. 
Glyoxal wird vor allem als Wirkungsverstärker in Kombination mit Formaldehyd bzw. 
Glutaraldehyd eingesetzt (KRAMER u. WEISS 2003).       
Da die Wirkungsweise der Aldehyde stark proteingebunden ist und die Aldehyde somit nicht 
nur mit den Proteinen der Mikroorganismen, sondern auch mit allen anderen Proteinen 
reagieren, zeigen sie in Gegenwart von Eiweißen einen Wirkungsverlust. Glutaraldehyd ist 
jedoch bei hohen organischen Belastungen weiterhin wirksam. Die Wirkung der Aldehyde ist 
stark temperaturabhängig. Unter 10°C ist die Aktivität in hohem Maße beeinträchtigt und 
kommt bei Temperaturen um 0°C zum Erliegen.  
Die Aldehyde haben ein sehr breites Wirkungsspektrum. Eine große Anzahl an Viren werden 
inaktiviert und bei entsprechenden Konzentrationen und Einwirkzeiten auch Sporen von 
Bazillen und Clostridien (BÖHM 2002).   
 
2.2.4.5 Chlor- und Chlorabspalter 
Zum Einsatz als Desinfektionsmittel kommen sowohl elementares Chlor, als auch zahlreiche 
anorganische und organische Chlorverbindungen. Chlorabspalter werden vor allem in der 
Melkhygiene zum Desinfizieren der Melkanlagen eingesetzt. Weitere Anwendungsbereiche 
sind die Flächendesinfektion im Lebensmittelbereich und in der Tierhaltung, die 
Wasserdesinfektion, sowie die Haut- und Händedesinfektion (BÖHM 2002). Weiterhin dient 
Natriumhypochlorit als Zusatzmittel bei der Desinfektion von Instrumenten (KRAMER u. 
WEISS 2003).   
Die Wirkung der Chlorabspalter wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Die 
Wirksamkeit sinkt bei einem Anstieg des pH-Wertes und steigt bei einem Anstieg der 
Temperatur. Die Ergebnisse von ENGELBRECHT et al. (1980) zeigen große Unterschiede 
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hinsichtlich der Wirksamkeit von Chlorverbindungen bei unterschiedlichen pH-Werten. Die 
Untersuchungen ergaben eine stärkere viruzide Wirkung bei einem pH-Wert von 6 als bei 
einem pH-Wert von 10. Große Wirkungsverluste werden durch die Anwesenheit von 
organischen Substanzen erzielt. Dabei erfolgt eine Bindung an das organische Material bzw. 
dessen chemische Umsetzung. Dieser Vorgang wird als Chlorzehrung bezeichnet.  
Chlorabspalter haben ein breites Wirkungsspektrum, welches sowohl Viren als auch Sporen 
bei entsprechender Konzentration und Einwirkzeit erfasst (BÖHM 2002). 
 
2.2.4.6 Sauerstoffabspalter (Peroxide) 
Hauptvertreter dieser Gruppe stellen Wasserstoffperoxid und Peressigsäure dar. Die 
umfassende antimikrobielle Wirkung der Peressigsäure schließt eine Inaktivierung 
besonders resistenter Viren sowie Bazillen- und Clostridiensporen ein. Sie zeigt im Vergleich 
zu anderen Desinfektionsmitteln, bei niedrigen Konzentrationen und wesentlich kürzeren 
Einwirkzeiten, eine effektive Desinfektion. Daraus ergibt sich die Möglichkeit, den 
Eiweißfehler und damit verbundene Wirkungsverluste, durch Erhöhung der Konzentration 
auszugleichen (SPRÖßIG 1979). Eine Beeinflussung der Wirksamkeit durch niedrige 
Temperaturen ist nicht gegeben, so dass die Peressigsäure bei Temperaturen unter 10°C 
eine gute desinfizierende Wirkung erzielt.  
Wasserstoffperoxidlösungen sind sehr instabil und können durch den Zusatz von 
Benzoesäure stabilisiert werden. Des Weiteren verfügt Wasserstoffperoxid über ein breites 
Wirkungsspektrum, neben den vegetativen Formen werden auch Sporen und Viren gut 
erfasst. 
Die Peressigsäure wird überwiegend als Flächendesinfektionsmittel eingesetzt. Weiterhin 
findet sie Anwendung zur Flüssigmistdesinfektion, zur Desinfektion von Melkanlagen sowie 
zur Aerosoldesinfektion. Wasserstoffperoxid ist aufgrund der starken Instabilität nicht zur 
Flächendesinfektion geeignet. Hauptsächlich wird es in einer Konzentration von 3% zur 
Wunddesinfektion verwendet (BÖHM 2002).  
 
2.2.4.7 Quartäre Ammoniumverbindungen 
Die quartären Ammoniumverbindungen, auch bezeichnet als kationische Tenside, haben in 
der Gruppe der oberflächenaktiven Verbindungen hinsichtlich der Desinfektionswirkung die 
größere Bedeutung. Als weitere geeignete Verbindungen sind die Amphotenside und 
Guanidine zu nennen. Die anionischen Tenside sind weniger als Desinfektionsmittel 
geeignet. 
Die quartären Ammoniumverbindungen besitzen verschiedene Alkylreste sowie ein 
beliebiges Anion wie beispielsweise Chlor oder Brom. Gemäß WALLHÄUßER (1995) lassen 
sich die Ammoniumverbindungen anhand der verschiedenen Alkylreste in vier verschiedene 
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Gruppen einteilen: Monoalkyltrimethyl-Ammoniumsalze, Monoalkyldimethylbenzyl-Ammon-
iumsalze, Dialkyldimethyl-Ammoniumsalze sowie Heteroaromatische Ammoniumsalze.  
Die quartären Ammoniumverbindungen weisen ein breites Wirkungsspektrum auf, wobei die 
Wirkung gegen grampositive Bakterien ausgeprägter ist als gegen gramnegative. Bei Viren 
ist die Inaktivierung nur gering, Sporen und Mykobakterien werden nicht abgetötet (BÖHM 
2002). 
Organische Substanzen wie Serum, Milch und andere Eiweißverbindungen führen zu 
erheblichen Wirkungsverlusten der quartären Ammoniumverbindungen. Der desinfizierende 
Effekt nimmt in der Regel im alkalischen Bereich zu, jedoch zeigen sich einige Lücken im 
sauren pH-Bereich. Die Wirkung fehlt bei pH-Werten unter drei ganz. Seifen und anionische 
Tenside haben einen negativen Einfluss auf die desinfizierende Wirkung der quartären 
Ammoniumverbindungen. Diese Wirkungsverminderung durch die Anwesenheit von Seifen 
wird als Seifenfehler bezeichnet. Ein Anstieg der Temperatur führt nach SYKES (1965) zu 
einer erhöhten Wirksamkeit der Desinfektionsmittel.  
Die Einsatzbereiche der quartären Ammoniumverbindungen sind u.a. als Zusatzwirkstoff zur 
Hände- und Flächendesinfektion, zur Sanitation in der Lebensmittelindustrie sowie zur 
Konservierung im pharmazeutischen Bereich (WALLHÄUßER 1995). 
Die amphoteren Verbindungen ähneln der Wirkungsweise der quartären Ammonium-
verbindungen und haben ein vergleichbares Wirkungsspektrum. Im Gegensatz zu diesen 
zeigen sie nach einer längeren Einwirkzeit eine tuberkulozide Wirkung. Vor allem werden die 
amphoteren Verbindungen zur Haut- und Händedesinfektion eingesetzt. Die Guanide und 
Biguanide, bei denen das Chlorhexidin den Hauptvertreter darstellt, werden ebenso zur 
Haut- und Händedesinfektion in alkoholischer Lösung verwendet (BODENSCHATZ 2006).   
 
2.2.4.8 Phenolderivate 
Phenol spielt als ältestes Desinfektionsmittel in der heutigen Zeit kaum noch eine Rolle. 
Abgelöst wurde es durch wirksamere Phenolderivate. Die Wirksamkeit des Phenols lässt 
sich durch die Einführung von Alkylketten, Arylresten und Halogenen steigern. Mit der Länge 
der Alkylketten bzw. mit der Zahl der Halogenatome nimmt die Effektivität des Phenols zu. 
Dabei nimmt jedoch auch die Inaktivierung durch organisches Material zu und die 
Wasserlöslichkeit ab, welche wiederum durch die Emulgierung mit Seifen und Tensiden 
kompensiert werden kann (HUGO u. RUSSELL 1992). 
Das Wirkungsspektrum der Phenole umfasst vegetative Bakterienformen. Mykobakterien, 
Pilze und Viren werden erst bei höheren Konzentrationen sicher abgetötet. Sporen gehören 
nicht zum Wirkungsspektrum der Phenole. Bei höheren Temperaturen sowie im sauren 
Milieu, steigt die Wirksamkeit. 
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Aufgrund des charakteristischen Geruches finden Phenole und ihre Derivate nur noch zur 
Oberflächendesinfektion und in der Kommunalhygiene ihren Einsatz (TROLLDENIER 2003). 
Weiterhin haben Phenolderivate wie Kresole als antiparasitär wirksame Desinfektionsmittel 
eine breite Anwendung. 
 
2.2.4.9 Iod und Iodverbindungen 
Anorganische Jodverbindungen in Form von wässrigen oder alkoholischen Lösungen 
gehören zu den äußerst wirksamen Haut- und Schleimhautdesinfektionsmitteln. Die Nutzung 
ist jedoch aufgrund des möglichen Auftretens von Allergien begrenzt. 
Jodophore sind Komplexe, in welchen mit Hilfe von organischen Verbindungen freies Jod in 
Wasser gelöst vorliegt. Sehr gebräuchlich sind Verbindungen wie das sog. Povidon-Jod mit 
einem 10%igen verfügbaren Jodanteil (KROKER 2006). Jodophore sind sehr sauer einge-
stellt, wodurch im alkalischen Bereich das nicht mikrobizid wirksame Jodid und Jodat ent-
steht. Folglich nimmt die Wirksamkeit mit steigendem Säuregrad zu. Des Weiteren zeigt sich 
bei der Verwendung von hohen Konzentrationen eine geringe Beeinflussung der Wirkung 
durch organisches Material oder den pH-Wert. Jodophore sollten nicht bei Temperaturen von 
über 40°C angewandt werden, da ab diesem Temperaturbereich eine Verdampfung des 
Jods stattfindet und ein damit verbundener Wirkungsverlust eintritt (BÖHM 2002). Die 
Iodophore besitzen bei einer guten Material-, Haut- und Gewebeverträglichkeit eine 
ausreichende bakterizide und viruzide Wirkung. Im landwirtschaftlichen Bereich werden sie 
zur Euter-, Zitzen- und Melkbecherdesinfektion eingesetzt (TROLLDENIER 2003). 
 
2.3 Viruzide Prüfung von Desinfektionsmitteln 
2.3.1 Richtlinien der DVG   
2.3.1.1 Entwicklung 
Die Desinfektion ist neben der Reinigung eine unverzichtbare Maßnahme zur Verhinderung 
der Einschleppung von Infektionserregern, zur Bekämpfung von Tierseuchen sowie zur 
Qualitätssicherung in der Nahrungsmittelproduktion. Aufgrund dieser Tatsache werden an 
den Einsatz von Desinfektionsmitteln in diesen Anwendungsbereichen hohe Anforderungen 
gestellt. Im Jahre 1970 hat die Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft e.V. (DVG) den 
Ausschuss „Desinfektion in der Veterinärmedizin“ gegründet. Die „Richtlinien zur Prüfung 
chemischer Desinfektionsmittel für die Veterinärmedizin“ wurden 1974 erstmals vorgelegt. 
1977 erfolgte bezogen auf die Bakterizidie- und Viruzidieprüfung eine 2. überarbeitete 
Fassung. 1984 wurden diese Richtlinien, erforderlich durch die Aufnahme von Prüfverfahren 
nicht nur für den Tierhaltungsbereich sondern auch für die Produktionskette von 
Lebensmitteln tierischer Herkunft, erneut überarbeitet. In den folgenden Jahren wurde 
insbesondere dieser Abschnitt der Richtlinien modifiziert und aktualisiert. 1996 wurde durch 
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die hohe Bedeutung parasitärer Erkrankungen in der Tierhaltung die Bestimmung der 
antiparasitären Wirkung von Desinfektionsmitteln in die Richtlinien aufgenommen (ANON. 
1988, ANON. 2000). In der 4. Auflage der Richtlinien, die im Jahre 2007 erschien, wurde 
erstmals auf den Bedarf für Desinfektionsmaßnahmen in der tierärztlichen Praxis 
eingegangen. Eine große Rolle spielt in diesem Bereich die Verhinderung der Übertragung 
von Krankheitserregern, von einem infizierten auf einen nicht infizierten Patienten bzw. auf 
den Menschen, durch entsprechende Desinfektionsmaßnahmen. Des Weiteren wurde in 
dieser Richtlinie die Prüfung von Desinfektionsverfahren auf Oberflächen erstellt, womit 
durch diese Prüfmethodik ein praxisnaher Bezug genommen wurde. Auf dem Gebiet der 
Viruzidieprüfung existieren momentan nur für den Tierhaltungsbereich Keimträgerversuche, 
jedoch sollen zukünftig die tierärztliche Praxis sowie der Lebensmittelbereich entsprechend 
besetzt werden.       
Aufgrund einer erwünschten Harmonisierung im Desinfektionswesen, sowohl auf nationaler 
als auch auf internationaler Ebene, sollen künftig die europäischen Normen des Technischen 
Komitees CEN/TC 216 in die nationalen Prüfvorschriften eingearbeitet werden. 
 
2.3.1.2 Methoden der Wirksamkeitsprüfung für die Tierhaltung 
Die Desinfektion in der Tierhaltung ist eine besonders schwierige Aufgabe. Hierbei gibt es 
eine Vielzahl von unterschiedlichsten Faktoren, die eine erfolgreiche Eliminierung von 
unerwünschten Mikroorganismen erschweren. Niedrige Temperaturen, hoher 
Verschmutzungsgrad, hoher Keimgehalt und Materialbeschaffenheit der zu desinfizierenden 
Oberflächen sind nur einige Faktoren, die die Desinfektion negativ beeinflussen können 
(SCHLIESSER 1975, THIEL 1978).  
Die Prüfung eines chemischen Desinfektionsmittels auf Viruzidie setzt sich zusammen aus 
einer Vorprüfung sowie der anschließend folgenden Hauptprüfung. In den Vorprüfungen wird 
neben der Bestimmung der pH-Werte der eingesetzten Reaktionsgemische, die Zytotoxizität 
des zu prüfenden Mittels im jeweiligen Virus-Nachweissystem überprüft. Anschließend folgt 
die Prüfung der viruziden Wirkung im Suspensionsversuch sowohl mit als auch ohne 
Eiweißbelastung. 
Die Hauptprüfung wird an viruskontaminierten Keimträgern durchgeführt. Für den 
Tierhaltungsbereich stellen Pappelholz und Verbandsmull die entsprechenden 
Trägermaterialien dar. Die Auswahl der Prüforganismen berücksichtigt das Spektrum 
behüllter und unbehüllter, DNA- und RNA-Viren, sowie Viren mit einer einzel- oder 
doppelsträngigen Nukleinsäure. Als Vertreter der behüllten Viren werden derzeit das 
Newcastle-Disease-Virus (Stamm Montana) und das Vaccinia-Virus (Stamm Elstree) 
verwendet. Das ECBO-Virus (Stamm LCR-4) sowie das Reo-Virus (Typ 1) stellen Vertreter 
der unbehüllten Viren dar. Die Keimträgerversuche werden ausschließlich unter Eiweiß-
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belastung (Zugabe von 40% antikörperfreien bovinen Serum) durchgeführt. Nach 
Antrocknung der Virussuspension auf den Keimträgern werden diese in die entsprechende 
Desinfektionsmittelverdünnung eingetaucht und anschließend auf noch vorhandenes nicht 
inaktiviertes Virus überprüft.  
Die Reaktionstemperatur (20°C ± 2°C), die Eiweißbelastung (40% antikörperfreies bovines 
Serum), die Reaktionszeiten (15, 30, 60 und 120min) sowie der genaue Ablauf der 
Prüfmethodik sind in den Richtlinien genau beschrieben und standardisiert (ANON. 2007).    
 
2.3.1.3 Methoden der Wirksamkeitsprüfung für den Lebensmittelbereich 
Die Methoden der Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln für den Bereich 
Fleischgewinnung und Lebensmittel tierischen Ursprungs sind in den aktuellen DVG-
Richtlinien (ANON. 2007) nur für den Bereich Bakterizidie und Fungizidie besetzt. Hierbei 
wird die Prüfung in Form von Suspensions- und Keimträgerversuchen durchgeführt. Die 
Prüfung erfolgt bei einer Temperatur von 20°C. Für eine entsprechende Listung der 
Präparate erfolgt die Prüfung je nach beabsichtigten Anwendungsbereichen ggf. zusätzlich 
bei 10°C. Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren noch keine etablierten Prüfmethoden seitens 
der DVG an entsprechenden Testviren für den Lebensmittelbereich.   
 
2.3.2 Europäische Vorschriften zur Prüfung chemischer Desinfektionsmittel  
2.3.2.1 Entstehung 
Bereits REYBROUCK (1986) befürwortete eine Uniformierung der Prüfmethodik von 
Desinfektionsmitteln in Europa. Aufgrund der stark divergierenden Anforderungen an ein 
Desinfektionsverfahren in den einzelnen europäischen Ländern, forderte er eine 
Transparenz hinsichtlich der Bedingungen unter denen Desinfektionsmittel in Zukunft geprüft 
werden sollen. Mit der Zielsetzung, die Uneinigkeiten hinsichtlich der Desinfektions-
mittelprüfung in Europa zu beseitigen, wurde im Jahre 1970 ein Komitee zur 
Standardisierung von Desinfektionsmitteln in Europa gegründet. Obwohl gemeinsame 
Studien durch die Mitglieder des Komitees durchgeführt und sogar einige Übereinkünfte 
getroffen wurden, wurde keine allgemeingültige Testmethode in Europa akzeptiert, weshalb 
sich das Komitee im Jahre 1978 wieder auflöste. Daraufhin nahm sich der Europäische Rat 
dieser Thematik an und es wurde zumindest für den Lebensmittelbereich eine Prüfmethodik 
zur Testung chemischer Desinfektionsmittel entwickelt (AYLIFFE 1989).       
Eine wesentliche Wendung hinsichtlich der Desinfektionsmittelprüfung in Europa wurde 
durch die Gründung des Technischen Komitees CEN/TC 216 innerhalb des Europäischen 
Komitees für Normung (CEN) im Jahre 1990 bewirkt. Das Aufgabengebiet dieses Komitees 
umfasst die Schaffung europäischer Standards für die Prüfung von Desinfektionsmitteln, 
sowie eine einheitliche terminologische Definition von Fachausdrücken und Regelungen zur 
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Kennzeichnung von Desinfektionsmitteln. Diese Bestimmungen werden von drei ver-
schiedenen Arbeitsgruppen, den sogenannten „working groups“ (WG) für den human-
medizinischen (WG1), veterinärmedizinischen (WG2) und dem Lebensmittelbereich (WG3) 
erarbeitet.  
Die CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute der Mitgliedsstaaten der 
Europäischen Union sowie der Länder: Island, Kroatien, Norwegen und Schweiz. Die 
Aufgabe dieser Länder umfasst die Entwicklung neuer europäischer Standards und die 
Umsetzung der Standards in nationales Recht (RUSSELL et al. 2004).  
 
2.3.2.2 Inhalte 
Nach dem Prüfungsschema des Technischen Komitees verlaufen die Prüfungen zur 
Feststellung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln und Antiseptika nach einem stufen-
weisen Verfahren. Hierbei gliedert sich dieser Verlauf der Normung in drei Phasen. 
In der Phase I werden Basistests, d.h. einfache Laborversuche ohne Bezug zum späteren 
Einsatzbereich durchgeführt. Ziel dieser Untersuchungen ist es, zu verifizieren, ob eine 
Chemikalie eine grundsätzliche mikrobizide Eigenschaft hat. In dieser vorausgehenden 
Prüfung werden quantitative Suspensionsversuche durchgeführt, bei denen nur eine 
begrenzte Anzahl an Testorganismen eingesetzt wird.  
In der Phase II werden die Desinfektionsmittel anhand der Ergebnisse der ersten Phase auf 
spezielle Bedingungen und Anforderungen für den jeweiligen Einsatzbereich geprüft, um 
eine Aussage über die praktische Eignung des Mittels treffen zu können. Diese Phase wird in 
zwei Stufen unterteilt, die aufeinander aufbauen und direkten Praxisbezug haben. In der 
Phase II/Stufe 1 werden wiederholt quantitative Suspensionsversuche unter Berück-
sichtigung anwendungsspezifischer Bedingungen durchgeführt. Die Prüfungen werden nun 
in Anwesenheit von organischer Belastung vollzogen. Die Art der Belastungssubstanz richtet 
sich dabei nach der vorgesehenen Verwendung des Produktes.  
Die Phase II/Stufe 2 umfasst Keimträgerversuche auf praxisnahen Oberflächen bzw. 
Prüfverfahren für Händedesinfektionsmittel. Ziel dieser Untersuchung ist es, die Wirkung der 
Desinfektionsmittel unter spezifischen Bedingungen, die charakteristisch für die vorgesehene 
Anwendung sind, zu testen. Diese Untersuchungen werden in Anwesenheit von 
Belastungssubstanzen in Analogie zur Phase II/Stufe 1 durchgeführt. 
Die Phase III beinhaltetet die Durchführung von Feldversuchen, die jedoch gegenwärtig vom 
TC 216 noch nicht in den Arbeitsplan aufgenommen wurden (ANON. 2007, RABENAU u. 
SCHWEBKE 2010, REYBROUCK 1998).  
Für die Viruzidieprüfung im Bereich der Veterinärmedizin wurde im Jahr 2006 die Norm prEN 
14675 „Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer Suspensionsversuch 
zur Bestimmung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika für 
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den Veterinärbereich - Prüfverfahren und Anforderungen (Phase II/Stufe 1)“ veröffentlicht. Im 
Gegensatz zu den nationalen Prüfvorschriften der DVG wird nur ein Testvirus zur Prüfung 
der Desinfektionsmittel herangezogen. Hierbei handelt es sich um das bovine Enterovirus 
Typ 1 (ATCC VR-248), auch bezeichnet als ECBO-Virus, welches ebenfalls eines der 
Prüfviren der DVG für die Tierhaltung darstellt. Des Weiteren wird in dieser Vorschrift je nach 
Anwendungsbedingungen eine niedrige (3 g/l bovines Albumin) bzw. eine hohe (10 g/l 
bovines Albumin und 10 g/l Hefeextrakt) Belastung vorgeschrieben. Dabei soll bei einer 
Prüftemperatur von 10°C ± 1°C und einer Einwirkzeit von 30min ± 10s mindestens eine 
Titerreduktion von 4 log-Stufen erfolgen, damit ein Mittel als wirksam beurteilt werden kann 
(ANON. 2005).     
Ein wesentlicher Unterschied zwischen der DIN EN 14675 und der DVG-Richtlinie ist die 
Auswahl der zu prüfenden Viren. Wie bereits erwähnt, wird bei der europäischen Norm die 
viruzide Wirkung unter Verwendung nur eines Testvirus, dem bovinen Enterovirus Typ 1 
bewertet. Ein weiterer abweichender Punkt ist die verbindliche Prüftemperatur, die in der 
DVG-Richtlinie 20°C und in der europäischen Norm 10°C festlegt. Zusätzlich können in der 
europäischen Norm weitere Temperaturen (4°C, 20°C und 40°C) gewählt werden. 
Hinsichtlich der Einwirkzeit zeigen sich ebenfalls deutliche Unterschiede. Die DVG-Richtlinie 
schreibt Reaktionszeiten von 15min, 30min, 60min und 120min vor. Die Europäische Norm 
wiederum legt eine verbindliche Prüfzeit von 30min fest, zusätzlich sind weitere Zeiten von 
1min, 5min oder 60min möglich. Eine weitere Abweichung verdeutlicht sich in den 
verwendeten Belastungssubstanzen. Die DVG-Richtlinie sieht den Einsatz von 40% 
antikörperfreiem bovinen Serums vor, wohingegen die europäische Norm die Verwendung 
einer niedrigen bzw. einer hohen Belastung festlegt (YILMAZ u. KALETA 2003b). 
 
2.3.3 Weitere Prüfrichtlinien 
2.3.3.1 DGHM 
Die Deutsche Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie e.V. (DGHM) gründete 1955 einen 
Ausschuss zur Erarbeitung einheitlicher Richtlinien. Deren Richtlinien für die Prüfung 
chemischer Desinfektionsmittel wurden erstmals 1958 von Kliewe et al. veröffentlicht 
(BELLINGER 1987). Das Ziel dieser Richtlinien war die Schaffung einer einheitlichen 
Methodik für die Ermittlung der Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel. In den 
folgenden Jahren gab es Erweiterungen und Neuerungen u.a. hinsichtlich der Prüftechnik 
und Standardisierung. Die Präparate, die durch entsprechende Laboruntersuchungen als 
brauchbar eingestuft wurden, sind in einer Liste zusammengefasst, die seit 1959 
zusammengestellt und publiziert wird (ARNDT 1983, TRAUTWEIN u. KRÜGER 1977).  
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2004 erfolgte eine Angliederung der Desinfektionsmittelkommission der DGHM zum Verbund 
für Angewandte Hygiene (VAH), weshalb die bisherige Desinfektionsmittelliste der DGHM 
durch den VAH weitergeführt wird (siehe Punkt 2.3.4.2). 
 
2.3.3.2 DVV 
Die Deutsche Vereinigung zur Bekämpfung der Viruskrankheiten e.V. (DVV) hat 1980 für 
den humanmedizinischen Bereich vorläufige Richtlinien zur Wirksamkeitsprüfung von 
Desinfektionsverfahren erstellt. Zusätzlich wurde eine Kommission für Fragen der 
Virusdesinfektion gebildet. Diese Prüfungsvorschriften sind im Hinblick auf die Modellviren 
und die Methodik an die Anforderungen der Humanmedizin angepasst (MAHNEL 1983). 
Die gemeinsame Leitlinie der DVV und des Robert-Koch-Instituts (RKI) ermöglicht eine 
differenzierte Prüfung hinsichtlich der Wirksamkeit gegen behüllte und unbehüllte Viren 
(RABENAU u. SCHWEBKE 2010). Als Prüfviren fungieren in dieser Leitlinie das Poliovirus 
Typ 1 (Stamm LSc-2ab), das Adenovirus Typ 5 (Stamm Adenoid 75), das Bovine Viral 
Diarrhea-Virus (Stamm NADL), das modifizierte Vacciniavirus Ankara (kloniertes Isolat F6) 
und das Polyomavirus SV40 (Stamm 777). Für die chemothermische Desinfektion von 
Instrumenten und von Wäsche ist das bovine Parvovirus (Stamm Haden) als Prüfvirus 
ausgewählt worden. Durch diese Auswahl an Modellviren wird versucht, das gesamte 
Spektrum der humanpathogenen Viren als Erreger von nosokomialen Infektionen 
abzudecken. Die Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln erfolgt anhand eines 
quantitativen Suspensionsversuchs. Die „viruzide“ Deklaration eines Desinfektionsmittels 
erfolgt ähnlich wie in den DVG-Richtlinien. Hierbei muss das Desinfektionsmittel in der Lage 
sein, alle vorgeschriebenen Prüfviren ohne Einbeziehung des Parvovirus zu inaktivieren. Seit 
geraumer Zeit ist hinsichtlich der Wirkung eines Desinfektionsmittels auch die Bezeichnung 
„begrenzte Viruzidie“ möglich. Diese Auslobung erfasst eine Wirksamkeit gegenüber allen 
behüllten Viren. Somit kann der Hersteller die Präparate als „begrenzt viruzid“ deklarieren, 
wenn die Desinfektionsmittel im quantitativen Suspensionsversuch gegenüber BVDV und 
Vacciniavirus wirksam sind (STEINMANN u. STEINMANN 2008).  
Im Hinblick auf die europäische Harmonisierung bei der Viruzidieprüfung weisen die 
Prüfmethoden gemäß der DVV-Leitlinie und der europäischen Norm (EN 14476) noch 
wesentliche Differenzen auf. So unterscheiden sich beide Methoden in der Auswahl der 
Prüfviren und den zu prüfenden Belastungen. Weiterhin gibt es weder in der DVV-Leitlinie 
noch in den europäischen Normen einen praxisrelevanten Versuch zur Viruzidieprüfung, der 
die anwendungsnahen Bedingungen widerspiegelt (MEYER 2008). 
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2.3.3.3 DLG 
Die Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft e.V. (DLG) vergibt für Stalldesinfektionsmittel ein 
DLG-Gütezeichen, deren biozide Prüfung nach den Kriterien der DVG erfolgt und durch eine 
anwendungstechnische Prüfung ergänzt wird. 
Diese anwendungstechnischen Prüfungen werden durch die Prüfrichtlinie der DLG bestimmt. 
In Abhängigkeit von dem geplanten Anwendungsbereich des Mittels werden Korrosionstests, 
Prüfungen der Grenzflächenaktivität, Verträglichkeitstests und Anwendungstest (z.B. 
Schaumverhalten) durchgeführt (BÖHM 2002).  
 
2.3.4 Desinfektionsmittellisten 
2.3.4.1 DVG 
Die erarbeiteten Prüfrichtlinien der DVG stellen die Grundlage der seit 1975 veröffentlichten 
„Listen der nach den Richtlinien der DVG geprüften und als wirksam befundenen 
Desinfektionsmittel für die Tierhaltung (Handelspräparate)“ dar, von denen inzwischen 12 
Ausgaben incl. Nachtrag (Stand: Juli 2006) erschienen sind. Gegenwärtig wird in dieser Liste 
die Bakterizidie, Fungizidie, Tuberkulozidie, Viruzidie und antiparasitäre Wirkung der 
Desinfektionsmittel erfasst. Die erste Liste geprüfter Desinfektionsmittel für den 
Lebensmittelbereich erschien 1987. Bisher veröffentlichte der Ausschuss der DVG die „6. 
Liste der nach den Richtlinien der DVG geprüften und als wirksam befundenen 
Desinfektionsmittel für den Lebensmittelbereich (Handelspräparate)“ (1. Nachtrag, Stand: 
August 2006). Bisher werden in dieser Liste nur die bakterizide und fungizide Wirkung der 
Desinfektionsmittel aufgeführt. Das Vorgehen zur Listung erfolgt auf der Basis von zwei 
unabhängigen Gutachten. Die Festlegung der Eintragungswerte wird durch den 
Desinfektionsausschuss der DVG bestimmt. Für die Viruzidieprüfung im Bereich der 
Tierhaltung ist das Ergebnis des Keimträgerversuches auf Pappelholz entscheidend. Hierbei 
müssen für eine „viruzide“ Deklaration alle 4 Testviren (siehe Punkt 2.3.1.2) zur Prüfung 
herangezogen werden. Erfolgt die Prüfung nur mit den behüllten Viren, werden diese 
Präparate dementsprechend als „begrenzt viruzid“ deklariert (ANON. 2007). 
 
2.3.4.2 VAH 
Seit 1. Januar 2006 hat die Liste des VAH die bis dahin gültige DGHM-Liste abgelöst 
(STEUER u. SCHUBERT 2007). Grundlage für die Listung von Desinfektionsmitteln ist die 
Prüfung durch zwei unabhängige Gutachten und die auf dieser Basis erfolgte Zertifizierung 
durch die Desinfektionsmittelkommission des VAH (DAESCHLEIN u. RYLL 2005). Die 
gelisteten Desinfektionsmittel stellen eine Auswahl für die routinemäßige und 
prophylaktische Desinfektion dar. Diese Liste soll dem Anwender bei der Auswahl wirksamer 
Desinfektionsmittel für die Bereiche Hautantiseptik, Hände-, Flächen-, Instrumenten- und 
 
Literaturübersicht 
 
25 
 
Wäschedesinfektion als Entscheidungshilfe dienen. Angaben zur Viruzidie werden nicht 
getroffen. Jedoch sollen zukünftig die virusinaktivierenden Eigenschaften von Produkten in 
die VAH-Desinfektionsmittelliste aufgenommen werden. Voraussetzung sind Prüfberichte, 
die nach der gültigen Leitlinie von DVV/RKI (2005 und 2008) durchgeführt worden sind 
(ANON. 2010). 
 
2.3.4.3 IHO 
Im Februar 2009 veröffentlichte der Industrieverband Hygiene und Oberflächenschutz (IHO) 
die „IHO-Desinfektionsmittelliste für Tierhaltung, Lebensmittelbe- und verarbeitung, 
Speisezubereitung und andere institutionelle Bereiche“. Diese Liste umfasst ausschließlich 
nach europäischen Standards (CEN) geprüfte Desinfektionsmittel für Flächen und Hände. 
Die Aussagen beruhen auf Prüfungen gemäß akzeptierten Normen und Richtlinien und 
werden von den jeweiligen Firmen ausschließlich in eigener Verantwortung gemacht. Die 
Vergleichbarkeit wird durch die nicht einheitliche Darstellung der Prüfergebnisse sowie die 
gleichberechtigte Darstellung der wenigen Ergebnisse von Keimträgerversuchen mit denen 
aus den Suspensionsversuchen erschwert. Bisher existiert nur für die Bakterizidieprüfung 
eine europäische Norm für eine praxisnahe Prüfmethodik. Für die Anwendungsgebiete 
Fungizidie, Sporozidie und Viruzidie liegen nur europäische Normen für Suspensions-
versuche vor, von denen sich keine praxisgerechten Anwendungsempfehlungen ableiten 
lassen. Eine Beurteilung durch ein unabhängiges Expertengremium liegt diesem Verzeichnis 
im Gegensatz zu den Desinfektionsmittelllisten der DVG nicht zugrunde. Diese vom IHO 
herausgegebene Übersicht erfüllt nicht die Anforderungen eines Listenverfahrens wie bei der 
DVG und dem VAH und bietet somit dem Anwender nicht die notwendige Sicherheit für den 
Einsatz von Desinfektionsmitteln (BÖHM et al. 2010).  
 
2.4 Testviren 
2.4.1 Anforderungen an ein Testvirus 
Viren gelten neben Bakterien und Parasiten als bedeutende Krankheitserreger bei Mensch 
und Tier. Zur Absicherung der keiminaktivierenden Eigenschaften eines Desinfektionsmittels 
dienen etablierte Prüfverfahren der DVG (HERBST et al. 1990). Angesichts der Vielzahl an 
bekannten viralen Krankheitserregern bzw. durch eine eingeschränkte Methodik (z.B. 
fehlende Kultivierbarkeit) ist es nicht möglich, die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 
gegen jeden einzelnen Erreger zu prüfen. Die viruzide Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 
wird maßgeblich von den verwendeten Testorganismen beeinflusst. Aus diesem Grund 
werden repräsentative Testviren mit charakteristischen Eigenschaften ausgewählt (ANON. 
2004a, BODENSCHATZ 1997). Neben einer hohen Tenazität des Virus sollten weitere 
Parameter, wie eine leichte Kultivierbarkeit in der jeweiligen Zellkultur, eine kurze 
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Infektionsdauer, ein ausgeprägter zytopathischer Effekt nach einer Infektion, sowie 
entsprechend hohe Infektionstiter erfüllt werden. Zum Schutz des Laborpersonals sollte 
ebenfalls eine möglichst geringe Humanpathogenität der Viren vorliegen (AL-KHLEIF et al. 
2009). In Deutschland wird momentan für die Desinfektionsmittelprüfung in der Tierhaltung 
auf behüllte, sowie unbehüllte Viren zurückgegriffen. Zu diesen Viren gehören das ECBO-
Virus, Reovirus Typ 1, Vacciniavirus und das Newcastle-Disease-Virus (ANON. 2007). Für 
die Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln im Bereich der tierärztlichen Praxis, sowie 
im Lebensmittelbereich sind derzeit noch keine Testviren bestimmt.  
 
2.4.2 Norovirus 
2.4.2.1 Taxonomie 
Innerhalb der Familie Caliciviridae werden vier Gattungen unterschieden, die als Noro-, 
Sapo-, Lago- und Vesiviren bezeichnet werden. Das Norovirus (NoV) ist unter dem Namen 
„Norwalk-like-Virus“ bekannt geworden. Anhand phylogenetischer Vergleiche werden derzeit 
fünf Genogruppen von NoV unterschieden (GI-V) (ZHENG et al. 2006). 
 
Tabelle 4:  Charakteristische Vertreter und Erkrankungen des Genus Norovirus 
                   mod. nach MARTELLA et al. (2008) 
 
2.4.2.2 Aufbau 
NoV sind kleine, unbehüllte Viren mit einem ikosaedrisch aufgebauten Kapsid und einem 
Durchmesser von 27 bis 35nm (COX et al. 2009, BAE u. SCHWAB 2008, STOCK 2007). 
Das virale Genom ist eine lineare Einzelstrang-RNA mit positiver Polarität und einer Größe 
von ~7,5kb. Die virale RNA kodiert über drei offene Leserahmen (Open Reading Frames 
(ORF)) verschiedene Struktur- und Nichtstrukturproteine (KOCH et al. 2006, ZHENG et al. 
2006).  
 
2.4.2.3 Epidemiologie und Klinik 
Die humanen Noroviren (HuNV) verursachen über 80% der nichtbakteriellen Gastro-
enteritiden in Europa und den Vereinigten Staaten von Amerika. Die Hauptübertragungs-
wege der NoV-Infektionen stellen die Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln, der 
 
Vertreter 
 
Natürlicher Wirt 
 
Erkrankung 
Genogruppe I, II, IV Mensch Akute Gastroenteritiden 
Genogruppe II Schwein Enteritiden 
Genogruppe III Kuh  Enteritiden 
Genogruppe IV Löwe, Hund  Enteritiden 
Genogruppe V (murine NoV) Maus  Enteritiden 
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direkte oder indirekte Personenkontakt sowie eine Aerosolübertragung von viralen Partikeln 
dar (MAGULSKI et al. 2009, CANNON et al. 2006). Ausbruchsuntersuchungen lassen 
vermuten, dass das HuNV als relativ stabil gegenüber herkömmlichen Desinfektionsmitteln 
ist. Die NoV Verbreitung ist weiterhin von verschiedenen Faktoren wie pH-Wert, Luftfeuchte, 
Temperatur sowie der Oberflächenbeschaffenheit abhängig (GIRARD et al. 2010). Weiterhin 
zeigt eine Studie, dass 59% der NoV-Infektionen Krankenhaus-assoziiert auftraten. Wodurch 
wiederum der hohe Stellenwert einer effektiven Desinfektion zur Prävention von NoV-
Erkrankungen verdeutlicht wird (MAGULSKI et al. 2009). 
Das klassische Krankheitsbild einer NoV-Infektion manifestiert sich nach einer Inkuba-
tionszeit von 6 bis 48 Stunden. Klinisch äußert sich eine Infektion als starke Gastroenteritis, 
die durch schwallartiges heftiges Erbrechen und starken wässrigen Durchfall gekennzeichnet 
ist (HUTSON et al. 2004).  
 
2.4.2.4 Surrogate und Kultivierung 
Einige Viren lassen sich trotz vieler Bemühungen nicht oder nicht ausreichend in 
Zellkultursystemen vermehren, wodurch alternativ auf Ersatzviren, den sog. Surrogaten 
zurückgegriffen werden muss. In Laborversuchen werden daher oft nah verwandte Viren als 
Modellviren eingesetzt (STEINMANN u. STEINMANN 2008).   
Trotz der Bemühungen von DUIZER et al. (2004), die mit Hilfe von 27 verschiedenen Zell-
systemen sowie weiteren Supplementen wie Insulin, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Butter-
säure experimentierten, blieben alle Versuche der Kultivierung des HuNV erfolglos. Dadurch 
muss auf den Einsatz von Surrogaten zurückgegriffen werden.  
Das feline Calicivirus (FCV), das canine Calicivirus (CaCV), das murine Norovirus (MNV) und 
RNA-Bakteriophagen (Male Specific 2-Coliphage) stellen mögliche Surrogate dar. Die 
Kultivierungssysteme der NoV-Surrogate sind in der Tabelle 5 zusammengefasst. Die 
Untersuchungen zahlreicher Studien über die Eignung der verschiedenen Modellviren zeigen 
unterschiedliche Ergebnisse auf verschiedene Umwelteinflüsse und Inaktivierungsmethoden 
(BAE u. SCHWAB 2008, CANNON et al. 2006, GEHRKE et al. 2004, ALLWOOD et al. 
2003).  
Das bisher meistgenutzte Surrogat für das HuNV ist das FCV. Der Einsatz als Surrogatvirus 
ist auf ähnliche biochemische Eigenschaften und Gemeinsamkeiten in der Genomstruktur 
von NoV und FCV begründet (GEHRKE et al. 2004). FCV gehört zur Gattung Vesivirus der 
Familie Caliciviridae und ist ein Virus, welches am Katzenschnupfen-Komplex der Feliden 
beteiligt ist. Dieses Virus ist einfach zu handhaben und lässt sich in der Zellkultur zu hohen 
Titern vermehren. Da jedoch FCV kein Vertreter der Gattung Norovirus darstellt, wurde die 
Wertigkeit entsprechender Inaktivierungsstudien mit FCV kritisch hinterfragt (STEINMANN u. 
STEINMANN 2008).  
 
Literaturübersicht 
 
28 
 
CaCV wurde vor allem in früheren Studien zur Tenazitätsbestimmung eingesetzt. Aufgrund 
seiner geringen Tenazität im Vergleich zu anderen Modellviren wurde CaCV als Surrogat 
nahezu abgelöst (HEINZE 2010). 
Der MS 2-Phage wird sehr häufig als Indikator für enterale Virusinfektionen, insbesondere 
der NoV-Infektionen genutzt. Dieser Phage repliziert in E. coli-Stämmen und weist eine 
ähnliche Tenazität wie das HuNV auf. Der MS 2-Phage findet überwiegend Anwendung als 
Indikatorkeim bei der Kontrolle von Umwelt- und Lebensmittelproben (PARK et al. 2007, 
ALLWOOD et al. 2003).  
Im Jahr 2003 wurde erstmals ein NoV beschrieben, welches in der Zellkultur erfolgreich repli-
ziert werden konnte. Hierbei handelt es sich um MNV, das als einziger Vertreter der Gattung 
Norovirus in der Zellkultur vermehrt werden kann. MNV hat einen ausgeprägten Tropismus 
zu Makrophagen und dendritischen Zellen. Als äußerst effektiv für die Vermehrung und den 
Nachweis des MNV erweist sich eine Makrophagen-Zelllinie, RAW 264.7 (COX et al. 2009, 
WOBUS et al. 2006). Es folgten in einigen Studien vergleichende Untersuchungen zur 
Tenazitätsbestimmung zwischen FCV und MNV. Die Ergebnisse von CANNON et al. (2006) 
zeigen eine hohe pH-Stabilität (2-10) sowie eine höhere Tenazität bei Raumtemperatur des 
MNV, wohingegen eine Inaktivierung des FCV sehr rasch bei pH-Werten <3 bzw. >9 erzielt 
wurde.  
Ergebnisse der Tenazitätsuntersuchungen, welche von Modellviren abgeleitet werden, sind 
daher in Bezug auf die Tenazität des HuNV stets kritisch zu betrachten (STEINMANN u. 
STEINMANN 2008).  
 
Tabelle 5:  Kultivierungssysteme der Norovirus-Surrogate 
 
 
2.4.3 Parvovirus 
2.4.3.1 Taxonomie 
Die Familie Parvoviridae wird in zwei Subfamilien unterteilt: die Parvovirinae und die 
Densovirinae, die nur bei Invertebraten vorkommen. Innerhalb der Subfamilie Parvovirinae 
werden fünf Gattungen unterschieden: Parvovirus, Erythrovirus, Dependovirus, Amdovirus 
und Bocavirus (MODROW et al. 2010). 
 
Norovirus - Surrogat 
 
Kultivierung 
Felines Calicivirus  Crandell-Reese feline kidney cells (CRFK) 
Canines Calicivirus  Madin-Darby canine kidney cells (MDCK) 
Murines Norovirus Mouse leukaemic monocyte macrophage cell line (RAW 264.7) 
MS-2   E. coli 
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In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten Vertreter der Subfamilie Parvovirinae 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 6:  Charakteristische Vertreter der Gattung Parvovirus 
                   mod. nach FAUQUET et al. (2005), MODROW et al. (2010) 
 
2.4.3.2 Aufbau 
Parvoviren sind kleine unbehüllte Viren mit einem Durchmesser von 18 bis 24nm. Sie 
besitzen ein ikosaedrisches Kapsid mit einem linearen einzelsträngigen DNA-Genom von ca. 
5kb. Die Anordnung der viralen Gene ist bei allen Parvoviren ähnlich. Parvoviren sind nicht in 
der Lage die Mitose von Zellen zu induzieren. Daher benötigen sie für die Vermehrung 
Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden (HOELZER u. PARRISH 2010). 
 
2.4.3.3 Epidemiologie und Klinik 
In den nachfolgenden Erläuterungen wird nur auf das canine Parvovirus Typ-2 (CPV-2) 
eingegangen. Das CPV-2 wurde erstmals 1978 als pathogenes Virus des Verdauungstraktes 
des Hundes beschrieben. Innerhalb weniger Monate breitete sich das Virus in Form einer 
schweren Pandemie bei Hunden aus. 1981 wurde es aufgrund der fehlenden Populations-
immunität zum weltweiten Problem. Weder eine Rasse- noch eine Geschlechtsdisposition 
konnte beobachtet werden (VELLA u. KETTERIDGE 1991). 
Zwei antigenetische Varianten (CPV-2a und CPV-2b) sind weltweit vorkommend. Im Jahr 
2000 wurde in Italien eine dritte Variante das CPV-2c entdeckt. Die Studie von DECARO et 
al. (2007) zeigt die rasche Verbreitung des CPV-2c in einigen europäischen Ländern wie 
Portugal, Italien und Deutschland. 
Parvoviren sind sehr stabil in der Umwelt. Sie können durch direkten oder indirekten Kontakt 
übertragen werden. Des Weiteren wird angenommen, dass das Virus durch Vektoren über 
eine lange Strecke verbreitet werden kann. In einer naiven Population können diese Viren zu 
einer Erkrankung mit hoher Mortalität führen. In Populationen, in denen das Virus endemisch  
 
Subfamilie 
 
Gattung 
 
Spezies 
 
Wirt 
 
Parvovirinae 
 
Parvovirus 
 
Canines Parvovirus (CPV 2) Hund 
 
Felines Panleukopenievirus Katze 
 
Porzines Parvovirus Schwein 
 
Mink enteritis virus Nerz 
 
Raccoon Parvovirus Waschbär 
 
Minute Virus of Mice Maus  
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auftritt, sind überwiegend Welpen nach dem Abfall der maternalen Antikörper betroffen. Für 
eine effektive Prävention dieser Erkrankung ist eine regelmäßige Vakzination der Hunde-
population notwendig (HOELZER u. PARRISH 2010, STEINEL et al. 2001).      
Die Infektion manifestiert sich in zwei unterschiedlichen Krankheitsbildern, einer gastro-
intestinalen und einer kardialen Symptomatik. Die enterale Form kann bei Hunden aller 
Altersstufen auftreten. Die Mortalitätsraten variieren von 20 bis 100%. Die Hauptsymptomatik 
äußert sich mit wässrig-blutigem Durchfall, Vomitus, Inappetenz, Fieber und Depression. Die 
kardiale Form der Parvovirus-Infektion betrifft hauptsächlich Welpen im Alter von drei bis 
zwölf Wochen. Neben plötzlich auftretenden Todesfällen treten Symptome wie akute 
Herzschwäche mit Tachykardie, Extrasystolen und blassen Schleimhäuten auf, die nach 
Stunden oder wenigen Tagen zum Tod führen. Überlebende Welpen zeigen meist schwere 
Myokardschäden (LEOPOLDT u. BAUMANN 1987). 
 
2.4.3.4 Tenazität 
Parvoviren gehören zu den Viren mit einer sehr hohen Tenazität. Das Virus kann im 
getrockneten Kot monatelang in der Außenwelt infektiös bleiben. Das fördert eine 
Verschleppung der Viruspartikel (MODROW et al. 2010). 
Aufgrund der kompakten Struktur und dem Fehlen einer Lipidhülle zeigen die Parvoviren 
eine hohe Resistenz gegenüber organischen Lösungsmitteln (z.B. Alkohol), Detergenzien 
und Hitzeeinwirkung. Die Viren sind stabil bei einem pH-Wert zwischen 3 und 9.  
Eine Inaktivierung der Viren erfolgt durch eine Behandlung mit Formalin, beta-Propiolactone, 
Hydroxylamine oder oxidierenden Agenzien (DARAI et al. 2009, BOSCHETTI et al. 2003). 
Bekannt ist seit langem die äußerst hohe Thermostabilität der Parvoviren. Zur Inaktivierung 
sind aufgrund der hohen Widerstandsfähigkeit Kochtemperaturen erforderlich (MAHNEL 
1983). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Testviren 
In der vorliegenden Arbeit wurden zur Entwicklung eines quantitativen Keimträgertestes zwei 
Testviren ausgewählt, die mittels dieser Methodik auf ihre Eignung als mögliches Prüfvirus 
der Deutschen Veterinärmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG) für den Lebensmittelbereich 
und der tierärztlichen Praxis geprüft wurden. Die Auswahl richtete sich v.a. nach der 
Stabilität der Viren sowie nach ihrer praktischen Bedeutung für die jeweiligen Einsatz-
bereiche.  
Noroviren (NoV) sind gegenwärtig die häufigsten Erreger einer viralen Gastroenteritis. Neben 
der direkten Übertragung durch Personenkontakt spielen weitere Vektoren wie kontaminierte 
Oberflächen und Gegenstände eine entscheidende Rolle. Für eine Prävention und Kontrolle 
einer NoV-Übertragung müssen effektive Desinfektionsverfahren/ -mittel eingesetzt werden. 
Durch das Fehlen geeigneter Zellkultursysteme für die Kultivierung des humanen Norovirus 
(HuNV), ist es notwendig, entsprechende Surrogatviren auf ihre Widerstandsfähigkeit 
gegenüber chemischen Desinfektionsmitteln zu testen. Aus diesem Grund erschien es 
sinnvoll, das murine Norovirus (MNV) als derzeit wichtigstes Surrogatvirus zur 
Viruzidieprüfung für den Lebensmittelbereich heranzuziehen.  
In einer tierärztlichen Praxis spielt heutzutage ein korrekt durchgeführtes Hygiene-
management eine große Rolle. Neben bakteriologischen Kontaminationen treten gehäuft 
auch Erkrankungsfälle bedingt durch Viren auf, deshalb sollte auch hier eine virologische 
Prüfung von Desinfektionsmitteln für den tierärztlichen Bereich eingeführt werden. Aus 
diesem Grund erschien es sinnvoll, CPV als bedeutenden Krankheitserreger, der gerade in 
der Hundepopulation eine entscheidende Rolle spielt, in die Untersuchung dieser Arbeit mit 
einzubeziehen. Der Einsatz des CPV für die Desinfektionsmittelprüfung im Bereich der 
tierärztlichen Praxis soll somit dem Tierarzt bzw. dem Tierhalter eine sichere 
Desinfektionsmethode liefern.  
 
MNV (Stamm S99 P16) gehört taxonomisch zur Familie Caliciviridae und ist ein unbehülltes 
Virus mit einem Durchmesser von 27 bis 35nm und einer einsträngigen RNA. Zur Verfügung 
gestellt wurde es vom Robert-Koch-Institut, Berlin.  
 
CPV (Stamm CPV-d, vBI 265) ist ein 18 bis 24nm großes, unbehülltes Virus mit einer 
einsträngigen DNA und gehört zur Familie der Parvoviridae. Zur Verfügung gestellt wurde es 
vom James A. Baker Institute, Cornell University, Ithaca. 
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3.1.2 Zellkultur    
Zur Virusvermehrung und zum Nachweis der Virusinfektiosität dienten Einschichtzellkulturen 
permanenter Zelllinien. Eine gute Empfänglichkeit für die Vermehrung des MNV stellen 
murine Makrophagen (MM) dar. Diese Zelllinie stammt aus einem Tumor einer Maus, der mit 
dem Abelson-Leukämie-Virus induziert wurde.  
Die Crandell-Reese feline kidney cells (CRFK) stellen eine feline Nierenzellkultur dar, die 
eine gute Empfänglichkeit für CPV besitzt.  
 
Die Zelllinien wurden zur Verfügung gestellt von: 
 RAW 264.7-Zellen (murine Makrophagenzelllinie), ATCC-TIB-71, Manassas, 
Virginia 
 CRFK, Zellbank für Zelllinien in der Veterinärmedizin, Friedrich-Loeffler-Institut, 
Riems 
 
3.1.3 Medien 
Tabelle 7:  verwendetes Nährmedium 
 
3.1.4 Grundsubstanzen 
Die Wahl der Grundsubstanzen richtete sich nach dem Gesichtspunkt, ein möglichst breites 
Spektrum an unterschiedlich wirksamen Hauptbestandteilen der Desinfektionsmittel in die 
Prüfung einzubeziehen. Hierbei handelte es sich um Aldehyde, Alkohole, Chlorabspalter, 
Laugen und Peroxide. Diese Substanzen sind in der nachfolgenden Tabelle zusammen-
gefasst.  
 
Tabelle 8:  Verwendete chemische Grundsubstanzen 
 
 
Handelsname 
 
Konzentration (%) 
 
Hersteller 
Peressigsäure 15 AppliChem 
Ethanol 96 Carl Roth 
Glutaraldehyd  50 AppliChem 
Natriumhypochlorit  12 Carl Roth 
Natronlauge 
(Natriumhydroxid-Plätzchen)  
 - Merck 
 
 
 
Zusammensetzung 
 
DMEM 
 
enthält 3,7 g/l Natriumhydrogencarbonat, 4,5 g/l Glukose, 1,028 g/l 
Glutamin; vor Gebrauch Zusatz 1x nichtessentielle Aminosäuren, 
100IE Penicillin/100µg/ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) 
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3.1.5 Geräte, Laborbedarf, Reagenzien, etc. 
Tabelle 9:  Übersicht Geräte, Laborbedarf, Reagenzien 
 
 
Geräte 
Brutschrank Thermo Scientific, Typ BB15, Heraeus  
Mikroskop/Fluoreszenzmikroskop  Leica DM IL, Leica Microsystems Wetzlar GmbH  
Kamera  Leica DFC 320; Leica Microsystems Ltd., 
Heerbrugg, Schweiz   
Rundschüttler Certomat®S, B.Braun, Biotech, International 
Sterilwerkbänke Heraeus 
Ultrazentrifuge    Discovery 90 SE, Hitachi, SW 41 Ti Rotor 
Zentrifuge     Biofuge Stratos, Heraeus  
Vakuumpumpe     biovac 104, ILMVAC GmbH, Ilmenau 
                                                                      Typ 2534C-02, Gardner Denver Welch Vacuum   
                                                                      Technology, Niles, USA 
 
 
Laborbedarf 
sterile Einmalpipetten    1ml, 5ml, 10ml, Firma TPP AG, Schweiz 
sterile Spritzen 2ml, 5ml, 10ml, B.Braun AG, Germany 
Kanülen 24G x 1, Sterican 
Schraubröhrchen 15ml, 50ml, Firma TPP AG, Schweiz 
Zellkulturflaschen Firma TPP AG, Schweiz 
Vortex Vortex Genie 2, Scientific Industries USA, VWR  
Pipetten Firma Eppendorf 
Mehrkanalpipette Biohit 
Eppendorfgefäße 1,5ml, 2ml, Firma TPP AG, Schweiz 
96-Well Platten Firma TPP AG, Schweiz 
6-Well Platten Firma TPP AG, Schweiz 
8-Well Reagenzreservoir  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Zellschaber Firma TPP AG, Schweiz 
Röhrchen 15ml, 50ml,  Firma TPP AG, Schweiz 
Röhrchen für Ultrazentrifuge Beckman Instruments, USA 
Silicagel-Trockenperlen Schubert&Weiss OMNILAB, München 
Edelstahlkeimträger GK Formblech, Berlin 
Glasperlen  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kryoröhrchen 2ml, alpha laboratories, UK  
 
 
Reagenzien 
WSH Rezeptur siehe Anhang 
PBS Rezeptur siehe Anhang 
NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
KCl Merck GmbH, Darmstadt 
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Reagenzien 
Na2HPO4 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
KH2PO4 Carl Roth GmbH, Karlsruhe  
MgCl2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
CaCl2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
NaHCO3 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Trypsin-/EDTA-Lösung  Biochrom AG, Berlin 
FKS Biochrom AG, Berlin 
HEPES Biochrom AG, Berlin 
DMSO Biochrom AG, Berlin 
Albumin-Fraktion V AppliChem GmbH, Darmstadt 
Hefeextrakt Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Decon®90-Lösung Decon Laboratories Ltd., Hove, UK 
Aceton Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Konjugat Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat 
Anti-Mouse IgG, Dianova, Hamburg 
 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkulturverfahren  
3.2.1.1 Kultivierung MM 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 bzw. 150cm2 Vent-Zellkulturflaschen mit Dulbecco‘s 
modified Eagle‘s medium (DMEM) supplementiert mit 10 mM Hydroxyethylpiperazin-
Ethansulfonsäure-Puffer (HEPES), nichtessentiellen Aminosäuren (NEA), Antibiotika und 
10% fetalem Kälberserum (FKS). Aufgrund von morphologischen Veränderungen bei älteren 
Zellpassagen wurde in dieser Arbeit die Zellen von der 4. bis zur 16. Passage verwendet. 
Zur Subkultivierung der Zellkultur wurde das verbrauchte Medium bis auf 2 bis 3ml 
dekantiert. Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom 
Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. Die abgelösten Zellen wurden mit einer 10ml 
Pipette resuspendiert. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde die Vereinzelung der 
Zellen überprüft bzw. bei noch vorhandenen Zellklumpen wiederholt resuspendiert. 
Daraufhin wurden die Zellen zur weiteren Kultivierung in mit 15ml bzw. 30ml 
Zellkulturmedium gefüllte 75cm2 bzw. 150cm2 große Zellkulturflaschen gegeben und bis zur 
Ausbildung eines Zellrasens weiter im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Insgesamt wurden die Zellen drei- bis viermal in der Woche je nach 
Wachstumsgeschwindigkeit im Verhältnis 1:3 bis 1:6 passagiert.  
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3.2.1.2 Kultivierung CRFK 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit DMEM unter dem Zusatz von NEA, Antibiotika und 
10% FKS. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. In dieser Arbeit 
wurde die Passage 199 bis 215 eingesetzt.   
Für die weitere Zellpassage wurde das verbrauchte Medium bis auf 2 bis 3ml dekantiert. Die 
am Boden der Zellkulturflasche anhaftenden Zellen wurden anschließend mit Phosphat 
gepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit einer kleinen 
Menge 0,05%/0,02%igen Trypsin-/EDTA-Lösung bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, bis sich der 
Zellrasen leicht vom Boden der Zellkulturflasche ablöste. Durch mehrmaliges Klopfen an die 
Zellkulturflasche wurde ein vollständiges Ablösen des restlichen Zellrasens vom Boden 
erzielt. Um die Wirkung des Trypsins zu neutralisieren, wurden einige Milliliter 
Zellkulturmedium hinzugefügt. Die abgelösten Zellen wurden anschließend mit einer 10ml 
Pipette resuspendiert und lichtmikroskopisch kontrolliert. Die weitere Kultivierung der Zellen 
in die entsprechenden Zellkulturflaschen erfolgte in Analogie zu den MM (Punkt 3.2.1.1). Die 
Zellen wurden zwei- bis dreimal in der Woche in einem Verhältnis von 1:3 bis 1:5 
subkultiviert.  
 
3.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 
Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden die MM- und CRFK-Zellen wie unter Punkt 3.2.1.1 
und 3.2.1.2 beschrieben passagiert. Die Zellsuspension mit einer Dichte von ca. 106 
Zellen/ml wurde in 50ml Röhrchen überführt und für 5min bei 1000U/min (Biofuge stratos, 
Heraeus) zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 
DMEM mit 20% FKS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in Kryoröhrchen 
pipettiert. Diese Röhrchen wurden bis auf -20°C herunter gekühlt und nach 24 Stunden in 
flüssigen Stickstoff überführt. 
Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoröhrchen in ca. 37°C warmes Leitungswasser 
inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschließend mit vorgewärmtem Zellkulturmedium 
verdünnt und ausgesät. Um mögliche zytotoxische Veränderungen, verursacht durch das 
DMSO, zu vermeiden, wurde ein Mediumwechsel nach 24h durchgeführt.   
 
3.2.2 Virusvermehrung 
Zur Vermehrung des jeweiligen Testvirus wurde die bei -80°C gelagerte Virussuspension bei 
Zimmertemperatur aufgetaut. Die Virusvermehrung erfolgte in 75 bzw. 150cm2 
Zellkulturflaschen der empfänglichen Zellen. Die für die Infektion notwendige Zelldichte sollte 
bei beiden Zelllinien über 90% sein.  
Bei der Replikation des MNV wurden die passagierten Zellen mindestens für einen Tag im 
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Bei dem Erreichen der notwendigen Zelldichte, 
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wurde das Zellkulturmedium vorsichtig dekantiert. Im Anschluss erfolgte eine Zugabe von 
DMEM supplementiert mit NEA, Antibiotika und HEPES (ohne FKS). Unmittelbar nach 
Zugabe des Mediums erfolgte die Infektion der Zellen mit MNV. 
Ein Mediumwechsel vor der Infektion der CRFK-Zellen mit CPV war nicht notwendig. Die 
CRFK-Zellen wurde mit 0,4ml/150cm2 und die MM-Zelllinie mit 0,25ml/150cm2 einer 
Stammvirussuspension beimpft. Die Inkubierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% 
CO2.   
 
 Tabelle 10: Zellkultur und Virusvermehrung 
 
3.2.3 Beobachtungszeitraum und Virusaufbereitung  
Die infizierten Zellkulturflaschen wurden nach der Infektion täglich kontrolliert. Die Virusernte 
erfolgte nach Auftreten eines, den gesamten Zellrasen erfassenden, virusspezifischen 
zytopathischen Effektes (cpE). Bei der MM-Zelllinie war ein cpE von über 90% nach ein bis 
maximal zwei Tagen p.i. zu beobachten. Die Inkubationszeit der infizierten CRFK-Zellen 
betrug fünf bis sieben Tage. Die zytopathischen Veränderungen der Zellen waren nach der 
Infektion mit CPV nur schwach ausgeprägt.  
Die gesamte Zellkultur wurde bei -20°C tiefgefroren und langsam bei Raumtemperatur 
wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde bei den infizierten MM zweimalig durchgeführt. Die 
infizierte Zellsuspension wurde anschließend in 50ml Röhrchen überführt und bei 1000 x g 
für 10min zentrifugiert. Der Überstand aller Röhrchen wurde gepoolt und für die weitere 
Verwendungen aliquotiert. Die Virussuspension wurde bei -80°C tiefgefroren oder direkt 
frisch verwendet. 
 
3.2.4 Ultrazentrifugation 
Da bei der Virusvermehrung des CPV keine ausreichend hohen Titer in der Zellkultur erzielt 
werden konnten, erfolgte eine Konzentrierung der Viren mittels Ultrazentrifugation. Nach 
dem Auftauen der Virussuspension wurde diese in spezielle Röhrchen (Beckman 
Instruments, USA) für die Ultrazentrifuge (Discovery 90 SE, Hitachi, SW 41 Ti Rotor) 
überführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 35000U/min für 3 Stunden bei 4°C. Der virenfreie 
Überstand der einzelnen Röhrchen wurde bis auf 1ml vorsichtig abpippetiert und verworfen. 
 
Zellkultur 
 
Virus 
 
Zellkulturflasche 
(cm2) 
 
Zellkulturvolumen 
(ml) 
 
Infektions- 
dosis (µl) 
 
MM 
 
MNV 
 
150 
 
30 
 
200-250 
 
CRFK 
 
CPV 
 
150 
75 
 
30 
15 
 
400 
250 
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Das Viruspellet wurde anschließend in dem verbleibenden Medium resuspendiert, gesam-
melt und in 1,5ml Eppendorfgefäßen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.      
 
3.2.5 Bestimmung des Infektiositätstiters 
Für die Bestimmung der infektiösen Dosis 50 (ID50) des MNV sowie des CPV wurden die 
Zellen direkt am Tag der Infektion in 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesät. Vor der Einsaat 
wurden die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die Zellsuspension wurde auf 
eine Dichte von ca. 1-2x105Zellen/ml eingestellt. Davon wurden 100µl in jede Kavität einer 
96-Well-Mikrotiterplatte gegeben. 
Parallel wurde die Virussuspension in einer separaten 96-Well-Mikrotiterplatte mit PBS 
verdünnt. Dazu wurden 225µl PBS in jedes Well vorgelegt und je 25µl der zu verdünnenden 
Virussuspension in die erste Spalte der Platte gegeben. Nach gründlicher Durchmischung 
dieser Reihe mittels einer Mehrkanalpipette wurden 25µl in die jeweils nachfolgende Kavität 
pipettiert. Zur Vermeidung von Verdünnungsfehlern wurden die Pipettenspitzen zwischen 
jeder Verdünnungsstufe gewechselt. Diese Virusverdünnung erfolgte bis zu einer 
Verdünnungsstufe von 10-10. Anschließend wurden 100µl einer jeden Virusverdünnungsstufe 
auf die dafür bereits vorbereitete Zellkulturplatte übertragen. Hierbei wurde mit der höchsten 
Verdünnungsstufe (10-11) begonnen. Die Inkubierung erfolgte bei 37°C und 5% CO2. Die 
Auswertung fand bei den infizierten MM nach drei bis vier Tagen lichtmikroskopisch statt. 
Aufgrund des fehlenden cpE der infizierten CRFK-Zellen, wurde nach einer Inkubationszeit 
von drei bis fünf Tagen eine indirekte Immunfluoreszenz zur Titerbestimmung (siehe Punkt 
3.2.7) durchgeführt. Die Ergebnisse wurden protokolliert und anschließend berechnet.  
 
3.2.6 Kalkulation des Infektiositätstiters 
Die Berechnung der Infektiosität in ID50 erfolgte nach dem Spearman-Kaerber-Verfahren 
(KAERBER 1931, SPEARMAN 1908). 
 
Berechnung nach der Formel: 
 
ID50/Volumen = xo – d/2 + d/n * ∑xi 
 
xo der positive Exponent der höchsten Verdünnung, bei der alle Testobjekte positiv sind 
d  log10 des Verdünnungsfaktors  
n  die Anzahl der pro Verdünnung eingesetzten Testobjekte 
∑xi die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden Testobjekte, ab und 
einschließlich der bei xo  
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3.2.7 Durchführung der indirekten Immunfluoreszenz (IF)     
Die Titerbestimmung des CPV erfolgte mittels einer indirekten Immunfluoreszenz. Nach 
Inkubierung der Zellkulturplatten wurden diese aus dem Brutschrank entnommen und das 
Medium mit Hilfe einer Vakuumpumpe (biovac 104, ILMVAC GmbH, Ilmenau) vollständig 
abgesaugt. Anschließend erfolgte die Fixierung der Zellen mit einem eiskalten Gemisch aus 
Aceton:Methanol (1:1). Dazu wurden 50µl des Gemisches in jedes Well pipettiert und für 20 
bis 30min bei -20°C inkubiert. Anschließend wurde die Flüssigkeit abgesaugt. Nach 
Trocknung der Platten unter der Sterilwerkbank wurden diese entweder sofort 
weiterverwendet oder bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Bei der weiteren Verwendung 
der Platten erfolgte ein Waschschritt mit 100µl PBS je Well. Für die Markierung der infizierten 
Zellen wurde ein monoklonaler Antikörper, 1:50 mit PBS verdünnt, verwendet. 50µl dieser 
Antikörperverdünnung wurde in jedes Well pipettiert und über Nacht bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Detektion des primären 
Antikörpers. Dazu wurden 50µl einer 1:250 Verdünnung eines sekundären Antikörpers 
(Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, Dianova, Hamburg) in jedes 
Well pipettiert. Die Lagerung der Platten erfolgte in einem lichtundurchlässigen Behälter bei 
37°C für 6 bis 8h. Daraufhin wurde erneut mit PBS gewaschen. Abschließend wurden 50µl 
PBS je Well aufgetragen, um eine längere Lagerung der Platten bei 4°C zu ermöglichen. Die 
Platten wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (Mikroskop: Leica DMIL, Kamera: Leica 
DFC 320; Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, Schweiz) durchgemustert. Eine positive 
Beurteilung erfolgte bei einer eindeutig zuzuordnenden Kernfluoreszenz der Zellen.    
 
3.2.8 Suspensionsversuche 
Mit Hilfe des Suspensionsversuches wurden die verwendeten Desinfektionswirkstoffe in 
Suspension mit einem definierten Verhältnis aus Belastungssubstanzen, Virussuspension 
und Wirkstoffverdünnung geprüft. Um die zytopathischen Veränderungen der Zellen von der 
eventuell auftretenden Toxizität der Desinfektionswirkstoffe abzugrenzen, wurde vor der 
eigentlichen Prüfung auf Viruzidie die mögliche Zytotoxizität der Produkte überprüft. 
Bei den Desinfektionswirkstoffen, deren erwartete Wirksamkeit unter 1% lag, wurde eine 
Abstufung der Konzentration von 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1% und 0,5% gewählt. 
Bei den Konzentrationsbereichen über 1%, wurden die Abstufungen 1,0%, 1,5%, 2,0%, 
2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5% und 5,0% genutzt. Bei höheren Konzentrationen über 10% 
erfolgte die Abstufung in 5%-Schritten. Diese Einstufungen der Verdünnungen fanden 
sowohl für die Suspensions- als auch für die Keimträgerversuche Anwendung.    
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3.2.8.1 Prüfung der Zytotoxizität 
Die Toxizität der eingesetzten Grundsubstanzen auf die verwendeten Zellkulturen wurde in 
Anlehnung an die DIN EN 14675 (ANON. 2005) geprüft.  
Die Grundsubstanzen wurden mit Wasser standardisierter Härte (WSH) auf das 1,25fache 
der gewünschten Prüfkonzentration verdünnt. 4ml dieser Verdünnung wurden einem 
Gemisch aus 0,5ml WSH und 0,5ml destilliertem Wasser zugegeben. Davon wurden 0,5ml 
zu 4,5ml PBS pipettiert. Anschließend wurden 25µl dieses Reaktionsgemisches in die erste 
Reihe einer 96-Well-Mikrotiterplatte übertragen und bis zu einer Verdünnung von 10-4 weiter 
verdünnt. Von den Verdünnungen der Reaktionsgemische wurden je 25µl auf eine 
entsprechend vorbereitete Zellkulturplatte verimpft. Es folgte eine Lagerung bei 37°C und 5% 
CO2. Die mikroskopische Untersuchung der Zellkulturen auf das Auftreten von zytotoxischen 
Veränderungen erfolgte über den gleichen Zeitraum wie im Suspensionsversuch. Die 
Ergebnisse der Toxizitätsversuche wurden bei der Auswertung der Suspensionsversuche 
berücksichtigt. 
 
3.2.8.2 Prüfung der viruziden Wirkung 
Die Prüfung der viruziden Wirkung der eingesetzten chemischen Grundsubstanzen im 
Suspensionsversuch erfolgte unter der Verwendung von niedriger bzw. hoher Belastung. Die 
Auswahl der Belastungssubstanzen richtete sich nach den Vorgaben der DIN EN 14675 
(ANON. 2005) und sind in der nachfolgenden Tabelle ersichtlich. 
 
Tabelle 11: verwendete Belastungssubstanzen 
 
Jeder Test wurde als Duplikat an verschiedenen Tagen durchgeführt. Die Prüflösungen 
wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn auf das 1,25fache der gewünschten 
Prüfkonzentration verdünnt. Davon wurden 4ml zu einer Suspension bestehend aus 0,5ml 
Virussuspension und 0,5ml niedriger bzw. hoher Belastungssubstanz zugegeben und 
gemischt. Die Prüfung erfolgte bei 20°C ± 2°C. Nach Zugabe der Grundsubstanzen begann 
die Einwirkzeit von 30min. Unmittelbar nach Ablauf der Einwirkzeit wurden Proben von 
jeweils 0,5ml entnommen und in die Vertiefung eines 8-Well Reagenzreservoirs übertragen. 
Diese Probe wurde mit 4,5ml PBS verdünnt. Auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurde eine 
Verdünnungsreihe bis 10-6 angelegt. Davon wurden je 25µl auf die entsprechend vorbereitete 
Zellkulturplatte verimpft und bei 37°C inkubiert.  
 
Belastung 
 
Prüfendkonzentration 
 
Niedrige Belastung 3 g/l Rinderalbumin-Lösung 
 
Hohe Belastung 10 g/l Rinderalbumin/Hefeextrakt-Lösung 
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Bei jedem Versuch wurden eine Zell- und Viruskontrolle mitgeführt. Die Desinfektions-
wirkstoffe wurden bei der Viruskontrolle durch WSH ersetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 
anschließend bis zur Verdünnung von 10-10 verdünnt. 25µl jeder Verdünnungsstufe wurde 
auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte der jeweiligen Zellkultur verimpft. Die beimpften Zellkulturen 
wurden lichtmikroskopisch beobachtet (Punkt 3.2.5). Aufgrund des fehlenden cpE bei der 
viruziden Prüfung mit CPV, wurde eine indirekte IF durchgeführt (Punkt 3.2.7). Die 
Auswertung der Ergebnisse erfolgte bei den Suspensionsversuchen auf qualitativer Ebene.  
 
3.2.9 Keimträgerversuche 
3.2.9.1 Vorbehandlung der Keimträger 
Die verwendeten Edelstahlkeimträger mit einem Durchmesser von 20mm und einer Höhe 
von 1mm wurden vor der Verwendung in einer 5%igen Decon90®-Lösung gewaschen, 
anschließend unter fließendem Wasser und nachfolgend mit destilliertem Wasser abgespült. 
Die Keimträger wurden zur Entfettung für 15min in eine 95%ige 2-Propanol-Lösung 
eingelegt. Nach Ablauf dieser Einwirkzeit wurden die Keimträger aus der Lösung entnommen 
und unter der Sterilwerkbank getrocknet. Anschließend wurden sie in ein Becherglas 
überführt und bei 160°C für 2h im Heißluftsterilisator sterilisiert. Jeder Keimträger wurde nur 
einmal verwendet. Diese Vorbehandlung richtete sich nach den Vorgaben der DVG für die 
Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln auf Bakterizidie für den Bereich 
Fleischgewinnung und Lebensmittel tierischen Ursprungs (ANON. 2007).  
 
3.2.9.2 Einfluss der Trocknung auf die Infektiosität des Prüfvirus   
Um eine Aussage über die Stabilität der unter Punkt 3.1.1 genannten Viren während der 
Trocknungsphase im Exsikkator treffen zu können, wurde in definierten Zeitabständen die 
verbliebene Infektiosität des angetrockneten Testvirus untersucht. Um die Trocknung der 
Keimträger im Exsikkator zu beschleunigen, wurde dieser mit Silicagel-Trockenperlen 
unterhalb der Trägerfläche befüllt. Für den Trocknungsversuch wurden 50µl der 
Virussuspension auf den Edelstahlkeimträger verteilt. Dieser Keimträger wurde anschließend 
mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Typ 2534C-02, Gardner Denver Welch Vacuum Technology, 
inc., Niles USA) im Exsikkator bei ca. 950mbar getrocknet. Die Dauer der Antrocknung bzw. 
Trocknung betrug 5; 10; 15; 20; 25 und 30min. Im Anschluss erfolgte die quantitative 
Bestimmung des verbliebenen Virustiters (Punkt 3.2.5).  
Weiterhin wurde überprüft, ob sich eine Erhöhung des Beschichtungsvolumens negativ auf 
die Trocknungszeit und damit verbunden auf die Virusinfektiosität auswirken könnte. Hierfür 
wurde der Keimträger sowohl mit 50µl als auch mit 100µl Virussuspension beschichtet. Nach 
einer vollständigen Trocknung der Keimträger wurde neben der Dokumentation der 
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Trocknungszeit, die verbliebene Infektiosität der Viren bestimmt (Punkt 3.2.5). Alle Versuche 
wurden zweimal durchgeführt. 
 
 
Abbildung 2:  Aufbau des Exsikkators für die Trocknung der Keimträger 
 
3.2.9.3 Desorption des Testvirus von der Keimträgeroberfläche   
Es wurden zwei verschiedene Verfahren der Virusrückgewinnung untersucht, mit dem Ziel 
jenes Verfahren mit der höchsten Rückgewinnungsrate des adsorbierten Testvirus von der 
Keimträgeroberfläche auszuwählen.    
Das erste Verfahren orientierte sich an den Vorgaben der DVG für die Bestimmung der 
bakteriziden Wirkung im Keimträgertest für den Bereich Fleischgewinnung und Lebensmittel 
tierischen Ursprungs (ANON. 2007). Hierfür wurden Glasperlen mit einem Durchmesser von 
4mm in ein 100ml Becherglas gefüllt. Die Menge der Glasperlen richtete sich nach der 
Größe des Becherglases. Die Glasperlen sollten sich frei bewegen und gleichzeitig den 
angetrockneten Keimträger tragen können. Zusätzlich wurde zu den Glasperlen 5ml 
Zellkulturmedium gegeben. Nach Beschichtung der Keimträger mit 50µl Testvirussuspension 
und anschließender Trocknung im Exsikkator wurde ein Keimträger mit der beschichteten 
Seite nach unten in das Becherglas gegeben und für 5min ± 10s bei 80U/min auf einem 
horizontalen Rundschüttler geschwenkt. Unmittelbar danach folgte die Erstellung einer 
dekadischen Verdünnungsreihe bis 10-6 und die Überimpfung auf die jeweilige Zellkultur 
(siehe Punkt 3.2.5). 
Bei dem zweiten Verfahren, dem sogenannten Abspülverfahren, wurden die zu trocknenden 
Keimträger in die Vertiefungen einer 6-Well-Platte platziert. Es folgte eine Beschichtung der 
Keimträger mit 50µl einer Testvirussuspension und anschließender Trocknung im Exsikkator. 
Nach erfolgreicher Trocknung wurde die 6-Well-Platte aus dem Exsikkator entnommen. Mit 
einer 5ml Pipette und einem Volumen von 2ml PBS wurde das Prüfvirus vom Keimträger 
 
Material und Methoden 
 
42 
 
durch 10maliges Aufziehen und Abspülen abgelöst. Diese Abspülflüssigkeit wurde in eine 
Vertiefung eines 8-Well Reagenzreservoirs gegeben und mit weiteren 2,5ml PBS verdünnt. 
Unmittelbar danach erfolgte eine Erstellung einer dekadischen Verdünnungsreihe auf einer 
96-Well-Mikrotiterplatte beginnend bei 10-2 in Analogie zum ersten Verfahren.   
 
3.2.9.4 Prüfung der viruziden Wirkung im Keimträgertest 
Die Keimträger wurden unter sterilen Bedingungen in eine 6-Well-Platte platziert. Die 
Virussuspension wurde nach Maßgabe der DIN EN 14675 (ANON. 2005) mit einer 
Belastungssubstanz gemischt. Hierbei enthielt das Gemisch neun Teile Virussuspension und 
einen Teil niedrige bzw. hohe Belastung (siehe Tabelle 11). Davon wurden 50µl in die Mitte 
des Keimträgers aufgetragen und gleichmäßig mit der Pipettenspitze verteilt. Die 
Virussuspension sollte nur bis zu einem Randabstand von 2mm verteilt werden, damit eine 
vollständige Bedeckung mit dem anschließend aufzutragenden Desinfektionsmittel möglich 
war (siehe Abbildung 3).  
 
 
Abbildung 3:  Mit der Testvirussuspension beschichtete Keimträger 
 
Die Keimträger wurden daraufhin in den Exsikkator platziert und für 15 bis 20min bei 
950mbar getrocknet. Eine erfolgreiche Trocknung ließ sich daran erkennen, dass die 
Keimträger eine matte Oberfläche aufwiesen. Die Keimträger wurden nun mit der jeweiligen 
Wirkstoffverdünnung überschichtet. Dazu wurden 100µl der entsprechenden 
Prüfkonzentration auf den angetrockneten Keimträger verteilt und für 5min sowie 30min bei 
einer Temperatur von 20°C ± 2°C inkubiert. Als Viruskontrolle dienten Keimträger, die anstatt 
der Desinfektionswirkstoffe mit 100µl WSH benetzt wurden. Nach Ablauf der Einwirkzeit 
erfolgte die Desorption des Restvirus mittels des Abspülverfahrens wie unter Punkt 3.2.9.3 
beschrieben. Anschließend wurde die Bestimmung der eventuell noch vorhandenen 
Infektiosität des Restvirus durch Titration (siehe Punkt 3.2.5) ermittelt. Die Berechnung des 
Virustiters erfolgte nach der Methode von Spearman und Kaerber. Jeder Test wurde 
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insgesamt zweimal an unabhängigen Tagen durchgeführt. Bei stark divergierenden 
Ergebnissen wurde der Versuch ein drittes Mal ausgeführt. 
 
Durchführung der Keimträgerversuche 
 
         
 
Abbildung 4:  Versuchsaufbau des Keimträgermodells 
 
3.2.9.5 Temperaturen 
Die Prüfung der Grundsubstanzen im Keimträgerversuch wurde bei zwei Prüftemperaturen 
durchgeführt: 20°C ± 2°C und 10°C ± 1°C, die im Nachfolgenden vereinfacht als 20°C und 
10°C bezeichnet werden.  
Für die Prüfung bei 10°C wurden alle verwendeten Lösungen entsprechend vortemperiert 
und im Kühlschrank inkubiert. Nach Beschichtung der Keimträger mit den 
Desinfektionswirkstoffen wurden diese umgehend bis zum Ablauf der Einwirkzeit von 5min 
und 30min in einem auf 10°C temperierten Kühlschrank gelagert. Der weitere Ablauf der 
Prüfung entspricht jenem bei 20°C unter Punkt 3.2.9.4 beschriebenem Versuchsablauf.  
Beschichtungsvolumen 50µl 
100µl Desinfektionsmittel (Kontrolle: WSH) 
Trocknung 15-20min bei 900-1000mbar 
Einwirkzeit 5; 30min 
Abspülen 
Titration 
96-Well-Mikrotiterplatte 
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4 Ergebnisse 
4.1 Darstellung des zytopathischen Effektes  
In den Abbildungen 5 und 6 sind die Morphologie der Zellkulturen sowie die virus-
spezifischen zytopathischen Effekte (cpE) dargestellt. 
Nach Durchführung einer indirekten Immunfluoreszenz der infizierten CRFK-Zellen erfolgte 
eine positive Bewertung bei einer eindeutig zuzuordnenden Kernfluoreszenz der Zellen. 
Nach der Infektion der Zelllinie RAW 264.7 mit dem MNV waren auffällige Veränderungen 
der Morphologie der Zellen ersichtlich. Charakteristische Merkmale eines cpEs zeigten sich 
in Form einer Abrundung und Vesikelbildung im Inneren der Zellen, ein Ablösen vom Boden 
der Zellkulturflasche bis hin zum Zelltod. Diese Veränderungen konnten sowohl bei der 
Virusvermehrung als auch bei der Bestimmung des Virustiters auf einer 96-Well-Mikro-
titerplatte beobachtet werden.    
Die Zellkulturen wurden digital fotografiert (Mikroskop: Leica DMIL, Kamera: Leica DFC 320; 
Leica Microsystems (Switzerland) Ltd., Heerbrugg, Schweiz). Zur Bearbeitung und 
Archivierung der Aufnahmen wurde das dazugehörige Programm Leica Application Suite, 
Version 2.5.0 R1 verwendet. 
 
     
Abbildung 5:  Infektion von Crandell-Reese feline kidney cells (CRFK-Zellen) mit caninem 
Parvovirus (CPV). a: Kontrolle ohne cpE; b: angefärbte infizierte Zellen mittels 
indirekter Immunfluoreszenz 
 
 
a b 
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Abbildung 6:  Infektion von murinen Makrophagen (RAW 264.7) mit murinem Norovirus (MNV). 
a: Kontrolle ohne cpE; b: cpE nach Infektion mit MNV 
 
4.2 Ergebnisse der Toxizitätsprüfung im Suspensionsversuch 
Die Ergebnisse der Toxizitätsprüfung im Suspensionsversuch sind in den Tabellen 37 bis 41 
des Anhangs dargestellt. Diese Ergebnisse dienten als Grundlage für die Bestimmung der 
viruziden Wirkung der eingesetzten chemischen Grundsubstanzen im Suspensionsversuch. 
Aus der Gesamtheit der Versuche wurde ersichtlich, dass Natriumhypochlorit, Natronlauge, 
Ethanol und Peressigsäure in den notwendigen Konzentrationsbereichen keine toxischen 
Effekte auf die entsprechenden Zellkulturen bewirkten. Lediglich Glutaraldehyd führte bereits 
bei einer Konzentration von 0,1% zu beginnenden toxischen Veränderungen der MM, 
wohingegen bei den CRFK-Zellen diese Auswirkungen erst ab einer Konzentration von 1,0% 
deutlich wurden. 
 
4.3 Viruzide Wirksamkeit der Desinfektionsmittel im Suspensionsversuch 
Nachfolgend wurde die viruzide Wirksamkeit der einzelnen Desinfektionswirkstoffe im 
Suspensionsversuch überprüft. Die vollständigen Auflistungen der Messwerte finden sich in 
den Tabellen 42 bis 46 des Anhangs. Diese Ergebnisse sollten einen Anhaltspunkt für die 
Auswahl der Konzentrationsbereiche für die Keimträgerversuche liefern. 
Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die minimale Konzentration bei einer Einwirkzeit von 30min, 
bei der keine Viruspartikel mehr nachweisbar waren. Mit Einschränkung von Ethanol wiesen 
alle untersuchten chemischen Grundsubstanzen eine viruzide Wirksamkeit gegenüber den 
eingesetzten Prüfviren auf. Lediglich bei CPV konnte für Ethanol keine Konzentration 
ermittelt werden, die zu einer Inaktivierung des Virus führte. In den nachfolgenden 
Abbildungen wurde somit auf die grafische Darstellung des CPV verzichtet. Einige 
Desinfektionswirkstoffe zeigten unter der Zugabe von höherer Eiweißbelastung eine 
Einschränkung der Wirksamkeit, wodurch für eine Inaktivierung der Viren höhere 
Konzentrationen notwendig waren.   
 
b a 
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Abbildung 7:  Konzentrationen der Grundsubstanzen, bei denen keine Viruspartikel im 
Suspensionsversuch nach 30min Einwirkzeit unter Verwendung von niedriger 
Belastung nachweisbar sind 
 
 
Abbildung 8:  Konzentrationen der Grundsubstanzen, bei denen keine Viruspartikel im 
Suspensionsversuch nach 30min Einwirkzeit unter Verwendung von hoher 
Belastung nachweisbar sind 
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4.4 Etablierung des Keimträgermodells zur Prüfung der viruziden Wirkung von 
chemischen Desinfektionsmitteln 
Folgende Fragestellungen wurden bei der Etablierung des Keimträgermodells untersucht:   
1. Einfluss der Trocknung im Exsikkator auf die Infektiosität des Prüfvirus, 2. die Prakti-
kabilität der verschiedenen Desorptionsverfahren von der Keimträgeroberfläche und 3. die 
quantitative Bestimmung der Virusinfektiosität nach entsprechender Beschichtung der 
Keimträger mit den chemischen Grundsubstanzen.     
 
4.4.1 Einfluss der Trocknung auf die Infektiosität des Testvirus 
Im Hinblick auf die Stabilität der Viren war sowohl bei MNV als auch bei CPV nur eine 
geringfügige Titerreduktion während der Trocknungsphase ersichtlich (siehe Abbildung 9). 
Es traten Titerverluste bei MNV vereinzelt bis zu einer Höhe von 0,25 log10KID50/ml und bei 
CPV von 0,225 log10KID50/ml auf. Folglich stellte die Trocknung im Exsikkator für den 
Versuchsablauf keinen negativen Einfluss auf die Infektiosität der Viren dar. Die Ergebnisse 
in der Tabelle 47 des Anhangs stellen die Mittelwerte aus diesen Versuchsdurchführungen 
dar. 
In diesem Zusammenhang wurde weiterhin überprüft inwieweit sich ein erhöhtes 
Beschichtungsvolumen auf die Trocknungszeit auswirken könnte. Bei einer Verwendung von 
50µl einer Virussuspension wurde eine durchschnittliche Trocknungszeit von 15min benötig. 
Durch eine Verdopplung des Volumens auf 100µl musste im Durchschnitt eine Zeit von 
30min je Keimträger für eine vollständige Trocknung aufgebracht werden. Die Ergebnisse 
bilden ebenfalls die Mittelwerte aus zwei Versuchsansätzen und sind in der Tabelle 48 im 
Anhang dargestellt.     
 
 
Abbildung 9:  Verlauf des Virustiters im Exsikkator zu ausgewählten Zeiten 
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4.4.2 Bestimmung der Virusinfektiosität nach verschiedenen Desorptionsverfahren 
Die Ergebnisse der Versuchsdurchführungen zeigten keine wesentlichen Unterschiede 
hinsichtlich der Rückgewinnungsraten der einzelnen Testverfahren. Sowohl das 
Abspülverfahren als auch die Verwendung von Glasperlen eignen sich als Methode zur 
Wiedergewinnung der Viren von der Trägerfläche. In der nachfolgenden Tabelle sind die 
Mittelwerte zweier Versuchsansätze mit dem MNV ersichtlich. Aus Gründen der 
Praktikabilität wurde in den nachfolgenden Keimträgerversuchen das Abspülverfahren 
verwendet. 
 
Tabelle 12: Ergebnisse der Desorptionsverfahren 
 
 
 
Abspülverfahren 
 
Verwendung von 
Glasperlen 
Ausgangstiter  
(log10KID50/ml) 
7,1 
Titer nach Rückgewinnung 
(log10KID50/ml) 
6,9 7,0 
 
4.4.3 Ergebnisse der viruziden Wirksamkeit der Desinfektionsmittel im 
Keimträgermodell 
4.4.3.1 Vergleichende Darstellung der Stabilität von MNV und CPV 
In den nachfolgenden Tabellen wurden die beiden Prüfviren hinsichtlich der minimal 
benötigten Konzentrationen der Desinfektionswirkstoffe für eine vollständige Inaktivierung bei 
5 und 30min miteinander verglichen. Eine vollständige Inaktivierung entsprach einer mittleren 
Reduktion im Virustiter von mindestens 3 log-Stufen gegenüber der Viruskontrolle.   
Ein Vergleich der Stabilität der Viren erfolgte anhand der Ergebnisse aus den 
Keimträgerversuchen, die im Nachfolgenden näher erläutert werden.  
 
Natriumhypochlorit 
Bei der Prüfung der viruziden Wirkung von Natriumhypochlorit im Keimträgerversuch 
mussten für eine vollständige Inaktivierung des CPV höhere Konzentrationen im Vergleich 
zum MNV eingesetzt werden. Unter der Verwendung von niedriger Belastung führte eine 
Konzentration von 1,5% bei 20°C bzw. 2,0% bei 10°C innerhalb von 5min zu einer 
vollständigen Inaktivierung des MNV. CPV wurde bei der gleichen Einwirkzeit bei einer 
Konzentration von 2,0% bei 20°C bzw. 3,0% bei 10°C inaktiviert. Unter der Verwendung von 
hoher Belastung waren für eine vollständige Inaktivierung des MNV Konzentrationen von 2% 
bei 20°C bzw. 3,0% bei 10°C bei einer Einwirkzeit von 5min notwendig. Konzentrationen von 
3,5% bei 20°C bzw. 5,0% bei 10°C führten zu einer ausreichenden viruziden Wirkung des 
Natriumhypochlorits gegenüber CPV. 
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Tabelle 13: Minimale Konzentration und Einwirkzeit von Natriumhypochlorit zur Reduktion der 
KID50 um mind. 3 log-Stufen 
 
 
Natronlauge  
Unabhängig von der Einwirkzeit, den Belastungssubstanzen und der Prüftemperatur führte 
eine Konzentration von 0,5% sowohl bei CPV als auch bei MNV zu einer Titerreduktion von 3 
Zehnerpotenzen. Nur bei der Verwendung einer hohen Belastung und einer Prüftemperatur 
von 10°C musste eine Konzentration von 1,0% bei einer Einwirkzeit von 5min eingesetzt 
werden, um MNV vollständig zu inaktivieren.   
 
Tabelle 14: Minimale Konzentration und Einwirkzeit von Natronlauge zur Reduktion der KID50 
um mind. 3 log-Stufen 
 
Ethanol 
Bei der Prüfung der viruziden Wirksamkeit von Ethanol konnte nur bei MNV eine vollständige 
Inaktivierung erzielt werden. Eine Konzentration von 50% führte unabhängig von der 
Prüftemperatur bei einer Einwirkzeit von 5min zu einer vollständigen Inaktivierung des MNV. 
Bei einer Temperatur von 10°C und einer Einwirkzeit von 30min war eine Konzentration von 
45% notwendig.  
Konzentrationen bis 80% führten zu keiner ausreichenden Inaktivierung des CPV 
unabhängig von den Belastungssubstanzen, der Einwirkzeit und Prüftemperatur. 
 
Virus 
 
Natriumhypochlorit (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
MNV 
1,5/5 
1,0/30 
2,0/5 
2,0/30 
2,0/5 
2,0/30 
3,0/5 
2,0/30 
CPV 
2,0/5 
2,0/30 
3,0/5 
2,0/30 
3,5/5 
3,5/30 
5,0/5 
4,5/30 
Virus 
 
Natronlauge (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
MNV 
0,5/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,5/30 
1,0/5 
0,5/30 
CPV 
0,5/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,5/30 
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Tabelle 15: Minimale Konzentration und Einwirkzeit von Ethanol zur Reduktion der KID50 um 
mind. 3 log-Stufen 
 
Peressigsäure 
Unter der Einwirkung von Peressigsäure zeigten sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der 
Stabilität der unbehüllten Viren. Die Inaktivierung des MNV bei 20°C fand bei einer 
Konzentration von 0,05% unabhängig von den Belastungssubstanzen bei einer Einwirkzeit 
von 5 und 30min statt. Für eine ausreichende virusdesinfizierende Wirkung der Peressig-
säure gegenüber CPV musste bei gleicher Prüftemperatur eine Konzentration von 1,0% für 
5min bzw. 0,5% für 30min eingesetzt werden. Bei einer Prüftemperatur von 10°C waren zur 
vollständigen Inaktivierung des CPV im Vergleich zum MNV ebenfalls deutlich höhere 
Konzentrationen notwendig. 
 
Tabelle 16: Minimale Konzentration und Einwirkzeit von Peressigsäure zur Reduktion der KID50 
um mind. 3 log-Stufen 
 
 
Glutaraldehyd 
Der Einsatz von niedrigen Konzentrationen führte bei beiden Prüfviren zu einer vollständigen 
virusdesinfizierenden Wirkung. Bei einer Prüftemperatur von 20°C und einer Einwirkzeit von 
5min war für eine vollständige Inaktivierung des MNV bei der Verwendung von niedriger 
Belastung eine Konzentration von 0,25% und bei der Verwendung von hoher Belastung eine 
Konzentration von 0,5% notwendig. Unter diesen Bedingungen führten Konzentrationen von 
Virus 
 
Ethanol (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
MNV 
50/5 
50/30 
50/5 
45/30 
50/5 
50/30 
50/5 
45/30 
CPV unwirksam unwirksam unwirksam unwirksam 
Virus 
 
Peressigsäure (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
MNV 
0,05/5 
0,05/30 
0,1/5 
0,05/30 
0,05/5 
0,05/30 
0,1/5 
0,1/30 
CPV 
1,0/5 
0,5/30 
1,0/5 
1,0/30 
1,0/5 
0,5/30 
1,5/5 
1,0/30 
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0,5% bei niedriger Belastung bzw. 1,0% bei hoher Belastung zu einer vollständigen 
Inaktivierung des CPV.  
 
Tabelle 17: Minimale Konzentration und Einwirkzeit von Glutaraldehyd zur Reduktion der KID50 
um mind. 3 log-Stufen 
 
 
 
4.4.3.2 Einfluss der Belastungssubstanzen und Prüftemperatur auf den Grad der 
Inaktivierung  
Nachfolgend sind die Titerreduktionen der einzelnen Testviren nach den eingesetzten 
Prüftemperaturen wiedergegeben. Die vollständigen Datensätze sind dem Anhang (Tabelle 
49 bis 58) beigefügt. 
Die Tabellen zeigen die Differenz der Titer aus der Viruskontrolle (ohne Desinfektionsmittel) 
und den Ansätzen mit den verwendeten chemischen Grundsubstanzen. Mittels dieser 
Ergebnisse wird der Effekt durch die Zugabe von hoher Eiweißbelastung und abnehmender 
Prüftemperatur auf die Wirksamkeit der chemischen Grundsubstanzen veranschaulicht. Des 
Weiteren wird der Übergang von einer nicht ausreichenden zu einer vollständigen 
Inaktivierung der Prüfviren ersichtlich.   
 
Natriumhypochlorit 
Wie aus den Tabellen 18 bis 21 hervorgeht, wirkte sich sowohl bei MNV als auch bei CPV 
die Kombination aus Natriumhypochlorit und hoher Belastung negativ auf die Inaktivierung 
der Prüfviren aus. Dabei zeigten sich unter der Verwendung von hoher Belastung deutliche 
Unterschiede hinsichtlich der Stabilität der beiden unbehüllten Prüfviren. Deutliche 
Konzentrationserhöhungen zur vollständigen Inaktivierung des CPV mussten bei der 
Verwendung von hoher Belastung sowohl bei 20°C als auch bei 10°C eingesetzt werden. 
Des Weiteren wurde die Wirksamkeit des Natriumhypochlorits durch die Reduktion der 
Temperatur von 20°C auf 10°C bei beiden Prüfviren herabgesetzt. Gegenüber MNV erwies 
sich Natriumhypochlorit bei 20°C unter niedriger Belastung in einer Konzentration von 1,0% 
nach einer Einwirkzeit von 30min als viruzid wirksam. Eine Absenkung der Temperatur auf 
Virus 
 
Glutaraldehyd (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
MNV 
0,25/5 
0,1/30 
0,5/5 
0,25/30 
0,5/5 
0,25/30 
0,5/5 
0,25/30 
CPV 
0,5/5 
0,25/30 
0,5/5 
0,5/30 
1,0/5 
0,5/30 
0,75/5 
0,5/30 
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10°C führte erst bei einer Konzentration von 2,0% zu einer vollständigen Inaktivierung. Bei 
den Versuchen unter hoher Belastung führte eine Reduktion der Temperatur auf 10°C 
ebenfalls zu einer Abnahme der Wirksamkeit von Natriumhypochlorit.  
 
Tabelle 18: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natriumhypochlorit bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Tabelle 19: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natriumhypochlorit bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
 
 
 
Natriumhypochlorit, CPV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
1,0 0,25 0,25 n.u. n.u. 
1,5 2,00 2,75 n.u. n.u. 
2,0 > 3,00 > 3,00 0,25 0,63 
2,5 > 3,00 > 3,00 0,81 0,81 
3,0 n.u. n.u. 1,94 2,56 
3,5 n.u. n.u. 3,00 > 3,00 
4,0 n.u. n.u. > 3,00 > 3,00 
 
Natriumhypochlorit, CPV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
1,5 1,75 2,13 n.u. n.u. 
2,0 3,00 > 3,00 n.u. n.u. 
2,5 2,69 > 3,00 n.u. n.u. 
3,0 > 3,00 > 3,00 n.u. n.u. 
3,5 > 3,00 > 3,00 2,00 2,56 
4,0 n.u. n.u. 2,38 2,88 
4,5 n.u. n.u. 2,50 3,00 
5,0 n.u. n.u. > 3,00 > 3,00 
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Tabelle 20: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natriumhypochlorit bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Tabelle 21: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natriumhypochlorit bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
 
Natronlauge 
Bei der Prüfung der Widerstandsfähigkeit beider Prüfviren gegenüber Natronlauge sind keine 
nennenswerten Unterschiede ersichtlich. Eine Konzentration von 0,5% führte sowohl bei der 
Durchführung mit niedriger als auch mit hoher Belastung zu einer vollständigen Inaktivierung 
beider Prüfviren. Auch die eingesetzten Temperaturbereiche von 10°C und 20°C zeigten 
keine wesentlichen Wirksamkeitsunterschiede.  
 
 
 
Natriumhypochlorit, MNV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,5 0,25 0,75 n.u. n.u. 
1,0 2,31 > 3,00 n.u. n.u. 
1,5 > 3,00 > 3,00 1,25 2,88 
2,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
2,5 n.u. n.u. > 3,00 > 3,00 
3,0 n.u. n.u. > 3,00 > 3,00 
 
Natriumhypochlorit, MNV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
1,5 1,38 2,01 n.u. n.u. 
2,0 > 3,00 > 3,00 2,00 > 3,00 
2,5 > 3,00 > 3,00 2,38 > 3,00 
3,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
3,5 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
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Tabelle 22: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natronlauge bei 20°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
 
Tabelle 23: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natronlauge bei 10°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
 
Tabelle 24: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natronlauge bei 20°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
 
 
 
 
Natronlauge, CPV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 1,25 2,06 0,31 0,38 
0,5 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
1,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
 
Natronlauge, CPV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 1,00 1,25 0,19 0,19 
0,5 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
1,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
 
Natronlauge, MNV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 1,31 1,63 0,31 0,56 
0,5 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
1,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
 
Ergebnisse 
 
55 
 
Tabelle 25: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Natronlauge bei 10°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
 
Ethanol 
Ethanol führte bis zu einer Konzentration von 80% zu keiner vollständigen Inaktivierung des 
CPV (Tabelle 26). Der Einfluss von Temperatur bzw. von hoher Belastung konnten folglich 
nicht untersucht werden. 
MNV wies dagegen eine deutlich geringere Widerstandsfähigkeit auf. Die Wirksamkeit des 
Ethanols lag unabhängig von den Belastungssubstanzen, Einwirkzeiten und Prüf-
temperaturen bei 50% (Tabelle 27 und 28).   
 
Tabelle 26: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Ethanol bei 30min, n.u.: nicht untersucht 
 
 
 
 
 
 
Natronlauge, MNV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 1,69 2,38 0,25 0,81 
0,5 > 3,00 > 3,00 2,69 > 3,00 
1,0 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
 
Ethanol, CPV, 30min 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
20°C 10°C 20°C 10°C 
60 0,69 0,69 0,69 0,69 
65 0,88 0,88 0,69 0,63 
70 1,06 1,19 1,06 0,69 
75 1,25 n.u. 0,88 n.u. 
80 1,00 n.u. 0,88 n.u. 
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Tabelle 27: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Ethanol bei 20°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
Tabelle 28: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Ethanol bei 10°C, schraffiert: vollständige Inaktivierung 
 
 
Peressigsäure 
Bei der Darstellung der Ergebnisse des MNV führte eine Konzentration von 0,05% 
unabhängig von den Belastungssubstanzen und der Einwirkzeit zu einer vollständigen 
Inaktivierung bei einer Prüftemperatur von 20°C. Bei der Herabsetzung der Prüftemperatur 
auf 10°C musste eine Konzentration von 0,1% eingesetzt werden. Lediglich bei einer 
Einwirkzeit von 30min unter niedriger Belastung führte eine Konzentration von 0,05% zu 
einer viruziden Wirkung bei 10°C.   
Bei CPV führte die Verwendung von 1,0% unabhängig von den Belastungssubstanzen bei 
einer Prüftemperatur von 20°C innerhalb von 5min zu einer vollständigen Inaktivierung. 
Durch eine Herabsetzung der Temperatur auf 10°C musste lediglich die Konzentration auf 
1,5% unter hoher Belastung und einer Einwirkzeit von 5min erhöht werden.  
 
Ethanol, MNV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
40 2,13 2,13 0,12 0,87 
45 2,50 2,63 2,00 2,62 
50 > 3,00 > 3,00 3,00 > 3,00 
55 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
60 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
 
Ethanol, MNV, 10°C  
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
40 1,25 1,62 0,81 0,93 
45 2,69 > 3,00 2,75 > 3,00 
50 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
55 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
60 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
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Tabelle 29: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Peressigsäure bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Tabelle 30: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Peressigsäure bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Tabelle 31: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Peressigsäure bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Peressigsäure, CPV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,05 0,69 1,38 n.u. n.u. 
0,1 0,94 1,88 0,81 1,50 
0,5 2,19 > 3,00 2,25 > 3,00 
1,0 3,00 3,00 3,00 3,00 
 
Peressigsäure, CPV, 10°C  
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,05 0,56 1,19 n.u. n.u. 
0,1 0,94 1,88 0,81 1,31 
0,5 2,63 2,69 2,25 2,81 
1,0 3,00 3,00 2,88 3,00 
 
Peressigsäure, MNV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,01 1,44 1,69 0,25 0,56 
0,05 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
0,1 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
0,5 n.u. n.u. n.u. n.u. 
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Tabelle 32: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Peressigsäure bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
 
 
Glutaraldehyd 
Die Ergebnisse der Keimträgerversuche mit Glutaraldehyd zeigten, dass bei einer 
Prüftemperatur von 20°C unter Verwendung von niedriger Belastung eine Konzentration von 
0,5% bei einer Einwirkzeit von 5min zur vollständigen Inaktivierung des CPV notwendig war. 
Eine Konzentration von 1,0% musste bei einer Erhöhung der organischen Belastung 
innerhalb dieser Einwirkzeit eingesetzt werden. Eine Herabsetzung der Temperatur führte zu 
keiner wesentlichen Konzentrationserhöhung des Glutaraldehyds. Lediglich bei einer 
Einwirkzeit von 30min musste unter niedriger Belastung die Konzentration von 0,25% auf 
0,5% erhöht werden. 
Die Inaktivierung des MNV wurde bei einer Prüftemperatur von 20°C und der Verwendung 
von niedriger Belastung bei einer Konzentration von 0,25% innerhalb von 5min erreicht. 
Durch eine Erhöhung der organischen Belastung musste eine Konzentration von 0,5% für 
die gleiche Einwirkzeit eingesetzt werden. Ähnliche Konzentrationserhöhungen zeigten sich 
bei den Durchführungen mit einer Einwirkzeit von 30min. Durch eine Herabsetzung der 
Temperatur auf 10°C führte eine Konzentration von 0,5% innerhalb von 5min bzw. 0,25% 
innerhalb von 30min unabhängig von den Belastungssubstanzen zu einer vollständigen 
Inaktivierung des MNV.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Peressigsäure, MNV, 10°C  
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,01 1,19 1,81 n.u. n.u. 
0,05 2,75 > 3,00 2,00 2,81 
0,1 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
0,5 n.u. n.u. > 3,00 > 3,00 
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Tabelle 33: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Glutaraldehyd bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
 
 
Tabelle 34: Titerreduktion des CPV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Glutaraldehyd bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Glutaraldehyd, CPV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 1,00 1,94 n.u. n.u. 
0,25 2,25 > 3,00 n.u. n.u. 
0,5 > 3,00 > 3,00 2,44 3,00 
0,75 > 3,00 > 3,00 2,94 3,00 
1,0 > 3,00 > 3,00 3,00 > 3,00 
 
 
Glutaraldehyd, CPV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 0,94 2,94 n.u. n.u. 
0,25 2,19 2,81 n.u. n.u. 
0,5 3,00 > 3,00 2,31 > 3,00 
0,75 > 3,00 > 3,00 > 3,00 > 3,00 
1,0 3,00 3,00 > 3,00 > 3,00 
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Tabelle 35: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Glutaraldehyd bei 20°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige                 
                    Inaktivierung            
 
 
 
Tabelle 36: Titerreduktion des MNV bei den Durchführungen der Keimträgerversuche mit 
Glutaraldehyd bei 10°C, n.u.: nicht untersucht, schraffiert: vollständige  
                    Inaktivierung 
 
Glutaraldehyd, MNV, 20°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,05 0,81 2,25 n.u. n.u. 
0,1 2,50 3,00 1,13 2,00 
0,25 3,00 3,00 2,88 3,00 
0,5 3,00 3,00 3,00 3,00 
 
Glutaraldehyd, MNV, 10°C 
Konzentration 
(%) 
 
Titerreduktion (log10KID50/ml) 
 
Niedrige Belastung 
 
Hohe Belastung 
5min 30min 5min 30min 
0,1 0,81 1,25 0,56 0,69 
0,25 2,69 > 3,00 2,38 > 3,00 
0,5 3,00 3,00 > 3,00 > 3,00 
0,75 3,00 3,00 > 3,00 > 3,00 
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5 Diskussion 
5.1 Auswahl geeigneter Prüfviren für die Desinfektionsmittelprüfung 
Hinsichtlich ihrer Eignung für die Anpassung und Erweiterung der „Richtlinien für die Prüfung 
von Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln“ der Deutschen 
Veterinärmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG) wurden mögliche Prüfviren untersucht. Das 
Ergebnis der Prüfung chemischer Desinfektionsmittel auf ihre mikrobizide Wirkung wird 
maßgebend von der Wahl der verwendeten Testorganismen mitbestimmt (BREMER 2003). 
Die Auswahl solcher Prüfviren erfolgt anhand diverser Anforderungen. BORNEFF et al. 
(1975) forderten, dass es sich bei der Auswahl der Erreger um solche handelt, die von 
praktischer Bedeutung sind. Die Testorgansimen sollten möglichst das gleiche Spektrum von 
Erregern umfassen, gegen die das Desinfektionsmittel in der Praxis wirken muss. Diese 
Vorgehensweise beschränkt jedoch die Verwendung des Desinfektionsmittels auf das 
Keimspektrum, welches von dem Prüfumfang abgedeckt wurde. Mit dem Ziel der Abgabe 
einer allgemeinen Anwendungsempfehlung wird in Deutschland und im Zuge der EU-weiten 
Harmonisierungsbestrebungen der Desinfektionsmittelprüfung ein anderer Weg für die 
Auswahl von Testorganismen beschritten (BREMER 2003). Bei der Prüfung chemischer 
Desinfektionsmittel nehmen die ausgewählten Testorganismen eine stellvertretende Position 
für viele andere Erreger ein. Unter diesem Gesichtspunkt sollten die Testorganismen 
hinsichtlich ihrer Widerstandsfähigkeit gegenüber äußeren Einflüssen den pathogenen 
Erregern entsprechen bzw. sogar eine höhere Widerstandsfähigkeit aufweisen. Weitere 
Anforderungen beziehen sich auf das mögliche Gefährdungspotential durch den Erreger. 
Hierbei sollte es sich weder um einen Erreger einer anzeigepflichtigen Tierseuche, noch um 
einen Zoonoseerreger handeln. Des Weiteren sind eine einfache Kultivier- und 
Auswertbarkeit der Teststämme unter Laborbedingungen von Bedeutung. Bezogen auf die 
Prüfung an Viren sollten hierbei die Testorganismen zu hohen Titern in permanenten 
Zellkulturen kultivierbar sein und einen deutlichen zytopathischen Effekt induzieren können 
((AL-KHLEIF et al. 2009, AL-KHLEIF 2008).  
In der vorliegenden Arbeit richtete sich die Auswahl der Viren nach den Forderungen einer 
hohen Stabilität sowie einer besonderen Bedeutung als Tierseuchenerreger bzw. als 
Surrogat für humanpathogene Viren und wird im Folgenden näher erläutert. 
  
5.1.1 Bereich Lebensmittelhygiene 
Für eine Anpassung der Richtlinien der DVG für den Lebensmittelbereich wurde in dieser 
Arbeit das murine Norovirus (MNV) als Prüfvirus ausgewählt. Charakteristisch und damit 
vorteilhaft für diesen Erreger war die einfache Durchführung und Auswertbarkeit der 
Zellkulturnachweissysteme. MNV konnte innerhalb kurzer Zeit zu hohen Ausgangstitern 
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mittels der permanenten Zelllinie RAW 264.7 vermehrt werden. Nachteilig war die geringe 
Stabilität des Virus nach dem Auftauprozess. Um Titerverluste zu minimieren musste ein 
mehrmaliges Einfrieren und Auftauen vermieden werden, wodurch bereits nach der 
Vermehrung und Aufbereitung die Virussuspension in die entsprechenden Volumina für die 
Suspensions-/Keimträgerversuche aliquotiert werden musste.  
Die Stabilität der Viren wird wesentlich von der Methodik beeinflusst. In den Vorversuchen 
zeigte MNV eine hohe Stabilität während der Trocknungsphase im Exsikkator. Es traten 
Titerverluste vereinzelt bis zu einer Höhe von 0,25 log10KID50/ml auf. 
Für eine Bewertung der Ergebnisse analog der DVG-Richtlinien sind gerade für die 
Durchführung der Keimträgerversuche hohe Ausgangstiter notwendig. Diese Richtlinie 
fordert für eine vollständige Inaktivierung eine Titerreduktion von mindestens 4 log-Stufen. In 
der vorliegenden Arbeit konnte diese Bewertung nur eingeschränkt vorgenommen werden, 
da die Höhe des Ausgangstiters der Viruskontrolle, die bei jedem Versuch mitgeführt wurde, 
teilweise unter der Grenze einer Bewertung von 4 log-Stufen lag. Somit wurde eine 
vollständige Inaktivierung des Virus mit einer Titerreduktion von mindestens 3 log-Stufen 
definiert. Studien von MAGULSKI et al. (2009) und GIRARD et al. (2010) verdeutlichen 
mittels ihrer Versuchsdurchführungen auf Edelstahlkeimträgern die Möglichkeit einer 4 log-
Stufen Reduktion des MNV. Möglicherweise erschwerten in den eigenen Durchführungen 
Titerverluste begründet durch das Trocknungsverfahren im Exsikkator bzw. durch das 
Desorptionsverfahren von der Keimträgeroberfläche das Erreichen von ausreichend hohen 
Kontrolltitern. In Vorversuchen konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Verluste sowohl 
während der Trocknung als auch nach der Rückgewinnung relativ gering waren. Mögliche 
Ursachen mussten bereits vor der Durchführung der Keimträgerversuche begründet sein. 
Untersuchungen in anderen Laboratorien zeigten die Möglichkeit einen Titer des MNV von 
9,0 log10KID50/ml in der Zellkultur zu erzielen. Die verwendete Zelllinie und der Virusstamm 
stimmten mit denen in dieser Arbeit überein. Eventuell führte eine fehlerhafte Handhabung 
der Zellkultur bzw. die Aufbereitung der Virussuspension zu nachteiligen Titern des MNV. 
Ebenso sollte die Instabilität des Virus während des Auftauens als mögliche Ursachenquelle 
in Betracht gezogen werden.   
 
5.1.2 Bereich Tierärztliche Praxis 
Für die Desinfektionsmittelprüfung im Bereich der tierärztlichen Praxis wurde das canine 
Parvovirus (CPV) als mögliches Prüfvirus ausgewählt. Dieses erfüllt die Forderung einer 
hohen Stabilität und ermöglicht somit Rückschlüsse auf weitere Viren mit einer 
vergleichbaren Stabilität (DARAI et al. 2009, MAHNEL 1983). Nach der Beschichtung auf 
den Edelstahlkeimträgern und anschließender Trocknung im Exsikkator zeigten sich geringe 
Titerverluste bis zu 0,225 log10KID50/ml. Die Studie von TERPSTRA et al. (2007) 
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dokumentierte ebenfalls die hohe Stabilität des CPV in getrockneter Form auf bestimmten 
Oberflächen. Die Kultivierung der CRFK-Zellen für die Vermehrung des CPV erfüllte 
ebenfalls die Anforderung einer leichten Handhabbarkeit. Nachteilig zeigte sich die Dauer 
von der Infektion bis hin zur Aufbereitung der infizierten Zellen. Weiterhin war nach der 
Infektion der Zellen nur ein schwacher bzw. kein zytopathischer Effekt (cpE) erkennbar. Für 
eine Titerbestimmung und der damit verbundenen Durchführung einer indirekten 
Immunfluoreszenz war demzufolge ein höherer Zeit- und Arbeitsaufwand notwendig. Die 
Höhe des Virustiters entsprach häufig nicht den gewünschten Anforderungen, so dass eine 
Konzentrierung der verwendeten Virussuspension durch Ultrazentrifugation durchgeführt 
werden musste. Gründe für nicht ausreichend hohen Ausgangstiter des CPV lagen 
vermutlich darin begründet, dass CPV im Allgemeinen schwierig zu hohen Titern in der 
Zellkultur vermehrbar ist. Weiterhin führte der schwach ausgeprägte cpE zu der 
Schwierigkeit den optimalen Zeitpunkt für das Abstellen der infizierten Zellkultur festzulegen. 
Durch diese Einschränkung erfolgte in Analogie zum MNV die Bewertung der Titerreduktion 
von mindestens 3 log-Stufen im Keimträgerversuch als vollständige Inaktivierung des Virus.  
 
5.1.3 Zusammenfassende Bewertung der eingesetzten Prüfviren 
Anhand der beobachteten Ergebnisse kann die Aufnahme des MNV in die zukünftige 
Neufassung der DVG-Richtlinie für den Bereich Lebensmittelhygiene empfohlen werden. 
Das MNV stellt ein wichtiges Surrogatvirus für das humane Norovirus dar. Unter 
Laborbedingungen lässt sich MNV leicht mit einem ausgeprägten cpE zu hohen Titern 
vermehren. Gleichzeitig erfüllt es die Forderung nach einer ausreichend hohen Stabilität u.a. 
gegenüber chemischen Desinfektionsmitteln. Diese Eigenschaften machen MNV prinzipiell 
zu einem idealen Prüfvirus. Durch die Forderung der DVG-Richtlinie, eine Titerreduktion von 
mindestens 4 log-Stufen für eine vollständige viruzide Wirksamkeit des geprüften Mittels zu 
erzielen, müssen für den Keimträgerversuch Kontrolltiter von mindestens 7,1 log10KID50/ml 
vorliegen.  
Das CPV erfüllt zwar aus praktischer Sicht als bedeutender Erreger einer infektiösen 
Erkrankung eine wichtige Anforderung an ein Prüfvirus. Jedoch sprechen einige Faktoren 
gegen die Aufnahme des CPV in die zukünftigen Prüfrichtlinien der DVG für den 
tierärztlichen Bereich. Dazu zählen die langsame Replikation, ein schwach ausgeprägter 
teilweise nicht vorhandener cpE, ungenügend hohe Ausgangstiter und die Notwendigkeit der 
Durchführung einer Ultrazentrifugation und indirekten Immunfluoreszenz. Auch wenn alle 
Mittel zur Verbesserung des Nachweissystems für CPV ausgeschöpft sind, stellt es kein 
einfach zu handhabendes Modellvirus für die Desinfektionsmittelprüfung dar. Aus diesem 
Grund ist die Aufnahme des CPV in zukünftigen Richtlinien nicht zu empfehlen. Als 
mögliches Alternativvirus für den tierärztlichen Bereich könnten andere Parvoviren in 
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Betracht gezogen werden. So könnten das bovine Parvovirus, welches bereits als Prüfvirus 
in der gemeinsamen Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekämpfung der 
Viruskrankheiten e.V. (DVV) und des Robert-Koch-Instituts (RKI) Anwendung findet, sowie 
murine Parvoviren auf ihre Eignung als mögliche Prüfviren für den Keimträgerversuch 
geprüft werden.        
 
5.2 Etablierung eines Keimträgermodells zum Nachweis der viruziden Wirksamkeit 
von Desinfektionsmitteln 
Um einen Aufschluss über die Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels unter praktischen 
Verhältnissen zu erhalten, ist es notwendig, die Wirkung an Keimen zu prüfen, die an 
Oberflächen adsorbiert wurden. Ziel dieser Arbeit war es daher, anhand eines 
Keimträgermodells, praxisnahe Aussagen über die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln zu 
erhalten. Die Ergebnisse der Keimträgerversuche sollten nicht nur auf die Frage nach der 
tatsächlich vorhandenen Wirksamkeit der eingesetzten Desinfektionswirkstoffe abzielen, 
sondern auch Antworten auf die Praktikabilität dieser Methodik liefern. 
Im veterinärmedizinischen Bereich muss eine Desinfektion an sehr verschiedenartigen 
Materialien erfolgen. Da die Desinfektionsmittelprüfung nicht an allen in Frage kommenden 
Materialien durchgeführt werden kann, muss eine bewusste Auswahl von möglichst 
praxisnahen Keimträgern getroffen werden (BISPING u. KIRPAL 1974). Neben diesen 
praxisnahen Bezug forderten MAHNEL u. KUNZ (1976) weiterhin, dass die Keimträger 
chemisch inert und autoklavierbar sein sollten. In der vorliegenden Arbeit erfüllte der hier 
verwendete Keimträger diese Anforderungen. Zur Anwendung kamen Keimträger aus 
rostfreiem Stahl. Die aktuelle Richtlinie der DVG schreibt bereits diese Träger für die Prüfung 
von chemischen Desinfektionsmitteln auf Bakterizidie für den Bereich Fleischgewinnung und 
Lebensmittel tierischen Ursprungs (ANON. 2007) vor. Für eine Erweiterung der DVG-
Richtlinien für den Bereich der Lebensmittelhygiene und tierärztlichen Praxis, könnten für die 
Prüfung chemischer Desinfektionsmittel zusätzliche Keimträger in Erwägung gezogen 
werden. Häufig vorkommende Materialien in beiden Bereichen stellen Keramikfliesen oder 
Kunststoffmaterialien dar. Durch vergleichende Untersuchungen mit den Edelstahl-
keimträgern könnte geklärt werden, ob Abweichungen hinsichtlich der viruziden Wirksamkeit 
von Desinfektionsmitteln vorliegen.  
   
5.2.1 Beschichtungsvolumen der Testvirussuspension je Keimträger 
In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass sich mit einer Zunahme des 
Beschichtungsvolumens die Trocknungszeit der Keimträger im Exsikkator verlängert. Im 
Wesentlichen führte eine Verdopplung des Volumens ebenfalls zu einer doppelt so langen 
Trocknungszeit eines Keimträgers. In Studien von AL-KHLEIF (2008) wurde ein ähnlicher 
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Zusammenhang zwischen Trocknungszeit und Volumen beschrieben. Bei der Verwendung 
von weniger widerstandsfähigen Viren ist durch eine Zunahme der Trocknungszeit eine 
Abnahme der Infektiosität zu erwarten. In den eigenen Untersuchungen wurden jedoch zwei 
unbehüllte Viren ausgewählt, die eine hohe Widerstandsfähigkeit unter diesen Bedingungen 
aufwiesen. Dadurch wirkte sich die Trocknung auf den Keimträgern nur unwesentlich auf ihre 
Infektiosität aus. Die Titerreduktion bei beiden Viren lag deutlich unter einer log-Stufe. Für 
die eigenen Versuche wurde ein Beschichtungsvolumen von 50µl gewählt. Dieses Volumen 
erwies sich hinsichtlich des Zeitaufwandes für die Trocknung als äußerst praktikabel. Des 
Weiteren war damit eine ausreichende Beschichtung der Keimträger möglich. Die Auswahl 
dieses Volumens stimmt mit den Vorgaben der DVG-Richtlinien für die Bakterizidieprüfung 
im Bereich Fleischgewinnung und Lebensmittel tierischen Ursprungs (ANON. 2007) überein. 
Auch andere Studien wie von SATTAR et al. (2003) und MAGULSKI et al. (2009), die 
ebenfalls Untersuchungen an Edelstahlkeimträgern zur Prüfung von Desinfektionsmittel 
durchführten, favorisierten ein Volumen von 50µl Keimsuspension pro Keimträger.     
 
5.2.2 Desorption des Prüfvirus von der Keimträgeroberfläche 
Vor der eigentlichen Durchführung der Keimträgerversuche musste geklärt werden, welches 
Desorptionsverfahren die höchste Rückgewinnungsrate der adsorbierten Virussuspension 
erzielt. Dabei wurden in den Vorversuchen zwei unterschiedliche Techniken miteinander 
verglichen. Neben dem Abspülverfahren beruhte das zweite Verfahren auf einer 
mechanischen Einwirkung durch die Nutzung von Glasperlen, basierend auf den Vorgaben 
der DVG-Richtlinie für die Bakterizidieprüfung. Zwischen beiden Techniken ergaben sich 
keine nennenswerten Unterschiede bezüglich ihrer Eignung. Aus praktischen Erwägungen 
wurde das Abspülverfahren ausgewählt. Hierfür sprach der günstigere Materialverbrauch 
und Zeitaufwand.  
Für die erfolgreiche Durchführung der Prüfung von Desinfektionsmitteln an Keimträgern 
müssen, für die Beurteilung dieser Mittel, entsprechend hohe Ausgangstiter und ausreichend 
hohe Rückgewinnungsraten der Keimsuspension gewährleistet werden.       
 
5.2.3 Beschichtungsvolumen der Desinfektionswirkstoffe je Keimträger 
Ziel der Untersuchung war es ein möglichst breites Spektrum an unterschiedlich wirksamen 
Hauptbestandteilen meist genutzter Desinfektionsmittel in die Prüfung einzubeziehen. 
Hierbei handelte es sich um Aldehyde, Peroxide, Chlorabspalter, Alkohole und Laugen.  
Das Beschichtungsvolumen der Desinfektionsmittelösung je Keimträger hat einen 
wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis der Prüfung. Niedrige Mengen führen zu einer nicht 
ausreichenden Benetzung der Keimträger und damit verbunden zu einer fehlenden 
Wirksamkeit. Die Auswahl von 100µl Desinfektionsmittelverdünnung richtete sich nach den 
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Vorgaben von MAGULSKI et al. (2009) und der DVG-Richtlinie für die Bakterizidieprüfung 
(ANON. 2007). Dieses Volumen ermöglichte eine vollständige Benetzung der 
angetrockneten Testvirussuspension. Nach Beschichtung des Keimträgers mit der 
Desinfektionsmittellösung wurde ersichtlich, dass das angetrocknete Prüfvirus in Suspension 
mit dem Desinfektionsmittel und der Belastungssubstanz überging. Mit der Annahme, dass 
die Desinfektion von Oberflächen in Suspension stattfindet, stellt der Keimträgerversuch 
einen modifzierten Suspensionsversuch dar. Auch die Versuche von AL-KHLEIF (2008) 
kamen zu dieser Schlussfolgerung, da bereits kurze Zeit nach Beschichtung des Keimträgers 
mit dem Desinfektionsmittel, hohe Titer des Virus in dem aufgetragenem Mittel nachweisbar 
waren. Folglich desorbierte das Virus bereits während der Kontaktzeit des Desinfektions-
mittels mit dem Keimträger und wurde in Suspension mit Belastungssubstanz und 
Desinfektionsmittel inaktiviert.       
 
5.2.4 Darstellung der viruziden Wirkung der Desinfektionswirkstoffe 
Die im Keimträgerversuch geprüften Desinfektionswirkstoffe führten mit Ausnahme von 
Ethanol zu einer vollständigen Inaktivierung der Prüfviren. Die Ergebnisse verdeutlichten die 
hohe Widerstandsfähigkeit von CPV, bei dem im Vergleich zum MNV stets höhere 
Konzentrationen für eine vollständige Inaktivierung eingesetzt werden mussten. Lediglich bei 
den Durchführungen der Keimträgerversuche mit Natronlauge zeigten beide Viren die 
gleiche Stabilität. Eine Konzentration von 0,5% führte unabhängig von den 
Belastungssubstanzen, der Prüftemperatur und der Einwirkzeit zu einer vollständigen 
Inaktivierung der Prüfviren. 
Starke Abweichungen von den Ergebnissen beider Prüfviren waren bei der Verwendung von 
Ethanol ersichtlich. Hierbei zeigte Ethanol in den geprüften Konzentrationen keine 
ausreichende viruzide Wirkung gegenüber CPV. Obwohl den Alkoholen im Allgemeinen eine 
gute und rasche Wirkung zugeschrieben wird (BÖHM 2002), stellt die begrenzte Wirksamkeit 
gerade auf einige Vertreter der unbehüllten Viren ein großes Problem dar. Die geringe 
viruzide Wirkung des Ethanols gegenüber Parvoviren ist allgemein bekannt. Die Studie von 
VAN ENGELENBURG et al. (2002) dokumentierte die hohe Resistenz des CPV auf die 
Behandlung mit einer hochkonzentrierten Alkoholkombination. ETERPI et al. (2009) 
verdeutlichten ebenfalls anhand des porzinen Parvovirus und des Minute Virus of Mice die 
ungenügende Wirkung 70%igen Ethanols. Die Wirkung von Händedesinfektionsmittel, 
basierend auf verschiedenen Alkoholkombinationen, gegenüber CPV muss daher stets 
kritisch betrachtet werden. Im Gegensatz zu CPV wurde MNV schon bei einer 
Ethanolkonzentration von 50% inaktiviert. Diese Ergebnisse sind mit den Resultaten von 
MAGULSKI et al. (2009) vergleichbar, die 1-Propanol, 2-Propanol und Ethanol zur Prüfung 
auf Edelstahlkeimträgern verwendet haben. Vergleichende Untersuchungen mit dem felinen 
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Calicivirus (FCV) zeigten, dass Ethanol erst ab deutlich höheren Konzentration eine 
vollständige viruzide Wirksamkeit aufwies (MALIK et al. 2006). Diese Untersuchungen mit 
Surrogatviren wie FCV und MNV verdeutlichen die Schwierigkeit einer allgemeingültigen 
Aussage über die Inaktivierungskinetik des humanen Norovirus.  
Natriumhypochlorit zeigte bei beiden Prüfviren eine viruzide Wirkung. Die Ergebnisse zeigten 
v.a. für CPV eine deutliche Abhängigkeit der Wirksamkeit von der Prüftemperatur sowie der 
organischen Belastung. Sowohl im Lebensmittelbereich als auch in der tierärztlichen Praxis 
ist es erforderlich, die vom Hersteller angegebenen Konzentrationen und Einwirkzeiten 
einzuhalten.    
Peressigsäure erwies sich als äußerst potentes Mittel. Jedoch zeigten sich bei den 
Durchführungen der Keimträgerversuche deutliche Stabilitätsunterschiede beider Prüfviren. 
Bei einer Prüftemperatur von 20°C und der Verwendung von niedriger Belastung war eine 
Konzentration von 0,05% für eine vollständige Inaktivierung des MNV bei einer Einwirkzeit 
von 5 und 30min ausreichend. Demgegenüber musste bei einer Einwirkzeit von 30min eine 
10fach höhere Konzentration zur vollständigen Inaktivierung des CPV eingesetzt werden. 
Vergleichbare Ergebnisse zeigten die Versuche von MAGULSKI et al. (2009) mit MNV. 
Aufgrund der effektiven und breiten bioziden Wirkung findet Peressigsäure sehr häufig 
Anwendung als Desinfektionsmittel in der Lebensmittelindustrie. Daher ist der rasche Zerfall 
in die umweltfreundlichen Spaltprodukte Essigsäure, Sauerstoff und Wasser von Vorteil. 
Durch den niedrigen Temperaturkoeffizienten ist der Einsatz als Desinfektionsmittel auch in 
kühleren Räumen möglich (SPRÖßIG 1989).        
Glutaraldehyd zeigte ebenfalls eine vollständige viruzide Wirkung bei niedrigen 
Konzentrationen. Bei einer Temperatur von 20°C und der Verwendung von niedriger 
Belastung musste für eine Inaktivierung des MNV innerhalb von 5min eine Konzentration von 
0,25% und für eine Inaktivierung des CPV eine Konzentration von 0,5% aufgebracht werden. 
Diese Ergebnisse sind ebenfalls mit den Durchführungen von MAGULSKI et al. (2009) 
vergleichbar.  
 
5.2.5 Belastungssubstanzen 
Die Anwesenheit von Verschmutzungen wie Kot, Blut oder Urin führen je nach 
Desinfektionsmittel in unterschiedlichem Ausmaß zur Beeinflussung ihrer Wirksamkeit 
(WALLHÄUßER 1995).  
In der vorliegenden Arbeit richtete sich die Auswahl der Belastungssubstanzen nach den 
Vorgaben des Europäischen Komitees für Normung (CEN), mit dem Bestreben einer 
europäischen Harmonisierung. Dabei schreibt die DIN EN 14675 (ANON. 2005) die 
Verwendung von niedriger Eiweißbelastung für weniger verschmutzte Bereiche und hoher 
Eiweißbelastung für verschmutzte Bereiche vor.  
 
Diskussion 
 
68 
 
Die Auswertung der vorliegenden Ergebnisse des Keimträgerversuches mit fünf verschie-
denen Grundsubstanzen zeigte die Notwendigkeit des Einsatzes von Belastungssubstanzen 
zur Aufdeckung von Eiweißfehlern. Entsprechend dem Kenntnisstand der Literatur, waren 
bei den chemischen Grundsubstanzen auf Basis von Chlorabspaltern, Aldehyden und 
Peroxiden ein mehr oder weniger stark ausgeprägter Eiweißfehler nachweisbar (SPRÖßIG 
1989, EDELMEYER 1982). Der Eiweißfehler des Natriumhypochlorits erklärt sich durch die 
proteingebundene Chlorzehrung und dem dadurch bedingten Verlust der Oxidationswirkung. 
Eine vollständige Inaktivierung beider Prüfviren setzte daher eine erhöhte Konzentration des 
Desinfektionsmittels unter diesen Verhältnissen voraus.  
Bei den Versuchen mit Glutaraldehyd konnte ein mäßiger Eiweißfehler bei einer 
Prüftemperatur von 20°C festgestellt werden. Durch eine Herabsetzung der Temperatur auf 
10°C war dieser Eiweißfehler in den wirksamen Konzentrationsbereichen nicht mehr 
sichtbar. Durch das Vorhandensein eines mäßigen Kältefehlers des Glutaraldehyds bei 10°C  
könnte demzufolge durch die Konzentrationserhöhung in diesem Temperaturbereich der 
Eiweißfehler durch den Kältefehler „überdeckt“ worden sein.    
Die Durchführungen der Keimträgerversuche mit Peressigsäure bei 20°C zeigten keinen 
Eiweißfehler in den wirksamen Konzentrationsbereichen. Eine Herabsetzung der Temperatur 
auf 10°C führte teilweise zu einer Konzentrationserhöhung der Peressigsäure gerade unter 
hoher Belastung. Diese Ergebnisse könnten durch eine Kombination aus Kälte- und 
Eiweißfehler begründet sein. 
Natronlauge und Ethanol ließen keinen Eiweißfehler in den wirksamen Konzentrations-
bereichen erkennen. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen von KÖHLER (2006) veranschaulichten ebenfalls die 
Notwendigkeit des Einsatzes von Belastungssubstanzen. So wurde in 25 von 40 Fällen ein 
signifikanter Unterschied des Grades der Virusinaktivierung bei der Testung mit und ohne 
Eiweißbelastung festgestellt.   
Da bei der Desinfektion in der tierärztlichen Praxis aber auch im geringen Maße im 
Lebensmittelbereich mit organischen Belastungen zu rechnen ist, sollte bezüglich der 
Erweiterung und Anpassung der aktuellen Richtlinien der DVG für diese Bereiche eine 
entsprechende Eiweißbelastung berücksichtigt werden. 
 
5.2.6 Prüftemperatur 
In den aktuellen DVG-Richtlinien wird die Durchführung der Prüfung auf Viruzidie für den 
Bereich Tierhaltung bei einer Temperatur von 20°C ± 2°C vorgeschrieben. Da jedoch die 
praktische Anwendung nur in den seltensten Fällen bei 20°C stattfindet, sollten niedrigere 
Temperaturen bei der Prüfung chemischer Desinfektionsmittel berücksichtigt werden. Bei der 
Erstellung von Richtlinien zur Prüfung der Viruzidie im Lebensmittelbereich sollte eine 
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Anpassung der Prüftemperatur, wie es bereits bei der Bakterizidieprüfung geschehen ist, 
erfolgen. Einige Autoren haben bereits den Einfluss der Temperaturreduktion auf die viruzide 
Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel beschrieben (YILMAZ u. KALETA 2004, 
YILMAZ u. KALETA 2003a, BREMER 2003, STELLMACHER et al. 1973). Daher sollte in 
den vorliegenden Untersuchungen neben einer Prüftemperatur von 20°C auch eine 
Temperatur von 10°C berücksichtigt werden. Bei den verwendeten chemischen 
Grundsubstanzen konnte bei drei von fünf Mitteln eine Herabsetzung der Wirksamkeit durch 
eine Temperaturreduktion auf 10°C festgestellt werden. Ein mäßiger Kältefehler zeigte sich 
am Beispiel der Peressigsäure, des Glutaraldehyds und des Natriumhypochlorits. Alle 
anderen untersuchten Grundsubstanzen wiesen keinen Kältefehler auf.  
Bei den Versuchsdurchführungen mit Peressigsäure musste für eine vollständige 
Inaktivierung beider Prüfviren bei einer Temperaturreduktion auf 10°C höhere 
Konzentrationen eingesetzt werden. Trotz allem war Peressigsäure in niedrigen 
Konzentrationsbereichen auch unter erschwerten Bedingungen ausreichend wirksam. 
Ähnliche Verhältnisse zeigten sich bei den Versuchen mit Glutaraldehyd. Hierbei mussten 
geringfügige Konzentrationserhöhungen bei einer Temperaturreduktion auf 10°C eingesetzt 
werden. In der Literatur wird ebenfalls auf den Kältefehler der Aldehyde hingewiesen, der 
durch eine weitere Temperaturabnahme deutlich sichtbarer werden würde (YILMAZ u. 
KALETA 2003a, BÖHM 2002). Natriumhypochlorit zeigte ebenfalls eine mäßige 
Konzentrationserhöhung bei einer Temperaturreduktion auf 10°C.    
Die Studien von BREMER (2003) und KÖHLER (2006) untersuchten die Beeinflussung der 
Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln bei einer Temperaturreduktion auf 10°C und 4°C. Die 
Ergebnisse dokumentierten die unterschiedlich hohen Kältefehler bei den meisten in die 
Untersuchungen einbezogenen Desinfektionsmitteln. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte eine 
Anpassung der Prüfbedingungen an die praktischen Gegebenheiten erfolgen. Die Einführung 
niedriger Prüftemperaturen für die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel auf Viruzidie, 
gerade für den Bereich der Lebensmittelhygiene, ist empfehlenswert.  
 
5.2.7 Praktikabilität und Durchführbarkeit des Keimträgerversuchs 
Eine einheitliche Bewertung der Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel erfordert eine 
Prüfmethodik, die reproduzier- und standardisierbar ist. Solche Wirksamkeitsprüfungen 
müssen eine große Zahl an beeinflussenden Faktoren berücksichtigen. Dadurch werden 
hohe Anforderungen an die Standardisierung solcher Prüfbedingungen gestellt (OSTERTAG 
1971). VAN DE VOORDE u. REYBROUCK (1973) beschrieben die Schwierigkeit der 
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen bei der Desinfektionsmittelprüfung. Die Unter-
suchungen von WERNER et al. (1975) zeigten, dass bei der Prüfung von Desinfektions-
mitteln sowohl innerhalb eines Labors als auch zwischen verschiedenen Laboratorien starke 
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Unterschiede in den Ergebnissen auftraten. Somit muss in Betracht gezogen werden, dass 
die Ergebnisse der einzelnen Methoden laborabhängig, keim- und präparatspezifisch sind.  
Der Suspensionsversuch stellt ein ideales Prüfverfahren hinsichtlich seiner einfachen 
Durchführbarkeit, Reproduzierbarkeit und Standardisierbarkeit dar. Durch diese Methode 
werden bereits einige praxisnahe Bedingungen wie Testorganismen, Einwirkzeit, Prüf-
temperatur und Belastungssubstanzen bei der Prüfung chemischer Desinfektionsmittel 
berücksichtigt (REYBROUCK 1998). Jedoch liefern die Suspensionsversuche keine Aussage 
über die Wirkungsweise von Desinfektionsmitteln auf Oberflächen. Hierfür eignen sich 
Keimträgerversuche, die ähnliche Vorteile wie die Suspensionsversuche aufweisen. Dazu 
zählen Aspekte wie eine einfache Durchführung der Methodik, die zudem kostenneutral und 
reproduzierbar ist. Weiterhin werden auch hier Testorganismen, Einwirkzeit, Prüftemperatur, 
Belastungssubstanzen sowie die Oberflächenbeschaffenheit der Keimträger berücksichtigt. 
Jedoch birgt diese Methodik gewisse Nachteile. REYBROUCK (1998) wies auf die 
unterschiedliche Überlebenszahl der auf den Keimträgern beschichteten Mikroorganismen 
nach der Trocknung hin. Weiterhin führten HOLAH et al. (1998) auf, dass ein großes 
Problem die Rückgewinnung der Testorganismen von der Keimträgeroberfläche darstellt, die 
zu einem Verlust der Restinfektiosität der Mikroorganismen führen kann. Diese Aspekte 
konnten in der hier vorliegenden Arbeit nicht in diesem Ausmaße beobachtet werden. In der 
Prüfung zweier Verfahren zur Keimrückgewinnung konnte bei beiden lediglich ein 
geringgradiger Verlust der Infektiosität der Viren im Vergleich zum Ausgangstiter festgestellt 
werden. Die Bestimmung der Virusinaktivierung über mindestens 4 log-Stufen, die in den 
DVG-Richtlinien gefordert wird, ist mit dieser Methodik prinzipiell möglich. Wie bereits unter 
Punkt 5.1.1 und 5.1.2 beschrieben, führten die Ausgangstiter der ausgewählten Prüfviren 
teilweise zu gewissen Einschränkungen dieser Bewertung. Eine vollständige Inaktivierung 
wurde daher mit einer Titerreduktion von mindestens 3 Zehnerpotenzen definiert. Im Zuge 
der europäischen Harmonisierung sollte die Forderung einer Reduktion der Infektiosität von 
mindestens 4 log-Stufen jedoch beibehalten werden.  
In dieser Arbeit konnte bei allen eingesetzten Grundsubstanzen, mit Einschränkungen bei 
Ethanol, eine viruzide Wirksamkeit nachgewiesen werden. Jeder Versuch wurde in zwei 
zeitlich getrennten Ansätzen (an verschiedenen Tagen) durchgeführt. In einigen wenigen 
Fällen, bei denen stark divergierende Ergebnisse auftraten, erfolgte eine weitere Wieder-
holung der Versuche. Bezüglich einer statistischen Auswertung und einer optimalen 
Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Methodik sollte eine höhere Anzahl an 
Versuchsdurchführungen in Betracht gezogen werden. 
Diese Erkenntnisse können somit auf dem Gebiet der Viruzidieprüfung in zukünftige 
Neufassungen der DVG-Richtlinie berücksichtigt und umgesetzt werden. Durch die 
Erweiterung dieser Richtlinien, gerade für den Lebensmittelbereich, würden dem Anwender 
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zukünftig Desinfektionsmittel zur Verfügung stehen, die neben der Bakterizidieprüfung auch 
auf ihre viruzide Wirksamkeit geprüft wurden. 
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Die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel auf ihre Wirksamkeit ist eine grundlegende 
Voraussetzung für ihre erfolgreiche und sichere Anwendung. Auf dem Gebiet der 
Veterinärmedizin wird in Deutschland die Desinfektionsmittelprüfung nach den Richtlinien der 
Deutschen Veterinärmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG) durchgeführt. Diese Richtlinien 
realisieren derzeit eine Viruzidieprüfung nur für den Bereich Tierhaltung. Jedoch führen auch 
in anderen Bereichen wie der Lebensmittelproduktion oder der tierärztlichen Praxis mögliche 
Viruskontaminationen zu Gefährdungen für Mensch und Tier. Somit war das Ziel dieser 
Arbeit für diese Bereiche eine praxisnahe Methodik zur Prüfung der viruziden Wirksamkeit 
von Desinfektionsmitteln zu entwickeln. Des Weiteren wurden mittels dieser Methodik 
mögliche Prüfviren auf ihre Eignung getestet. Diese wurden nach den Kriterien der 
praktischen Bedeutung für die jeweiligen Einsatzbereiche und einer hohen Erregerstabilität 
ausgewählt. 
Als mögliches Prüfvirus für den Lebensmittelbereich wurde das murine Norovirus (MNV) 
verwendet, das zurzeit ein viel versprechendes Surrogat für das humane Norovirus darstellt. 
Für die tierärztliche Praxis wurde das canine Parvovirus (CPV), aufgrund seiner Rolle als 
wichtiger Infektionserreger beim Hund, zur Prüfung herangezogen. Unter Laborbedingungen 
konnte MNV leicht innerhalb kurzer Zeit zu hohen Titern vermehrt werden und erwies sich 
als geeignetes Prüfvirus. CPV stellte für die Desinfektionsmittelprüfung ein weniger 
geeignetes Modellvirus dar. In der Zellkultur ließen sich nur schwer ausreichend hohe 
Virustiter erreichen. Die Bestimmung des Titers mittels der indirekten Immunfluoreszenz  
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gestaltete sich aufgrund des fehlenden zytopathischen Effektes als aufwendig.  
Mittels dieser Prüfviren wurden verschiedene Parameter untersucht, die einen wesentlichen 
Einfluss auf die Etablierung dieses Keimträgermodells haben. Dazu zählten Faktoren, wie 
der Einfluss der Trocknung im Exsikkator auf die Infektiosität der Prüfviren, die Optimierung 
des Beschichtungsvolumens sowie die Untersuchung zweier Desorptionsverfahren von der 
Keimträgeroberfläche. Es konnte gezeigt werden, dass beide Prüfviren während der 
Trocknungsphase im Exsikkator eine hohe Widerstandsfähigkeit aufwiesen. Die Verluste der 
Infektiosität nach der Trocknung auf den Edelstahlkeimträgern betrugen bei beiden Prüfviren 
deutlich unter einer log-Stufe. Weiterhin zeigte sich eine Abhängigkeit der Trocknungszeit 
von dem jeweilig aufgetragenen Volumen. Ein Beschichtungsvolumen von 50µl erwies sich 
für die Beschichtung der Keimträger als besser geeignet. Die verschiedenen 
Desorptionsverfahren zeigten im Vergleich keine wesentlichen Abweichungen der 
Rückgewinnungsraten des Prüfvirus. Es wurde daher das Verfahren mit der besseren 
Praktikabilität gewählt. 
Für die eigentliche Prüfung der viruziden Wirksamkeit wurden fünf verschiedene 
Grundsubstanzen ausgewählt, um ein möglichst breites Spektrum an unterschiedlich 
wirksamen Hauptbestandteilen meist genutzter Desinfektionsmittel in die Prüfung 
einzubeziehen. Dabei handelte es sich um Natriumhypochlorit, Natronlauge, Ethanol, 
Peressigsäure und Glutaraldehyd. Um praxisähnliche Bedingungen zu simulieren, wurden 
unterschiedliche Belastungssubstanzen in die Prüfung einbezogen. Die Auswahl richtete sich 
nach den europäischen Vorgaben für die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel des 
CEN/TC 216 für den Veterinärbereich. Hierbei wurde neben einer niedrigen Belastung mit 
einer Endkonzentration von 3g/l Rinderalbumin auch eine hohe Belastung mit einer 
Endkonzentration von jeweils 10g/l Rinderalbumin/Hefeextrakt-Lösung verwendet. Ebenso 
erfolgte eine Anpassung der Prüftemperatur an die praktischen Gegebenheiten. Die 
Durchführung der Desinfektion findet, gerade im Bereich der Lebensmittelindustrie, meist 
deutlich unter Temperaturen von 20°C statt. Deshalb wurden die Keimträgerversuche neben 
einer Prüftemperatur von 20°C zusätzlich bei 10°C durchgeführt. Alle geprüften 
Desinfektionswirkstoffe, mit Einschränkung von Ethanol, wiesen eine viruzide Wirksamkeit 
auf. Bezüglich der eingesetzten Belastungssubstanzen und unterschiedlichen 
Temperaturbereiche konnte bei einigen der verwendeten Mittel eine Beeinträchtigung der 
Wirksamkeit in Form eines Eiweiß- oder Kältefehlers bzw. eine Kombination aus beidem 
gezeigt werden. Somit ist eine Anpassung der Prüftemperatur und Belastungssubstanzen für 
den Lebensmittelbereich und der tierärztlichen Praxis empfehlenswert. Die gewonnenen 
Erkenntnisse können somit auf dem Gebiet der Viruzidieprüfung in zukünftige Neufassungen 
der DVG-Richtlinie berücksichtigt werden.  
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Testing of chemical disinfectants for their efficacy is fundamental for their effective and 
reliable application. In Germany, testing of disinfectants for application in veterinary medicine 
is performed according to the guidelines of the German Veterinary Medical Society 
(Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft e.V., DVG). At present, these guidelines 
include a test for virucidal efficacy only for animal husbandry. Viral contamination can lead to 
health hazards for humans and animals in other areas as, especially in food production and 
veterinary practice. The purpose of this thesis was to develop a germ carrier test for testing 
the virucidal efficacy of disinfectants with respect to these fields. Furthermore, potential test 
viruses were tested for their eligibility using this procedure. The viruses were chosen 
according to the criteria of the practical importance for the respective field of application and 
high levels of pathogene stability. 
For food production, the murine norovirus (MNV) a promising surrogate for the human 
norovirus, was used. The test virus for veterinary practice was canine parvovirus (CPV) since 
it is a significant infectious agent in dogs. MNV easily proliferated to high titers within a short 
period of time under laboratory conditions and proved to be an eligible test virus. CPV was a 
less suitable model virus for testing disinfectants. It was difficult to obtain sufficiently high 
viral titers in the cell culture. Due to the lack of a cytopathic effect, determination of virus 
titers was performed by means of indirect immunofluorescence, a very labor intensive 
technique. 
These test viruses were used to investigate various parameters affecting the establishment 
of this germ carrier test, such as the effect of drying in a desiccator on the infectivity of the 
test viruses, optimisation of the coating volume, and the analysis of two desorption 
 
Summary 
 
75 
 
processes from the carrier surface. Both test viruses were highly resistant during the drying 
process in the desiccator. The losses of infectivity on the stainless steel carriers after drying 
were clearly below one log-range for both test viruses. In addition, the drying time proved to 
be dependent on the volume applied. A coating volume of 50µl was most appropriate for 
coating the carriers. The different desorption processes did not show significant differences 
regarding the recovery of the test virus; therefore the more practicable process was chosen.  
Five different biocidal agents were selected for the actual testing of virucidal efficacy in order 
to include a broad range of the most common main constituents found in commercial 
disinfectants with varying effectiveness. These biocidal agents were sodium hypochlorite, 
sodium hydroxide, ethanol, peracetic acid and glutaraldehyde. A variety of interfering 
substances was included in the test in order to simulate practical conditions. The interfering 
substances were based on the European standards for testing chemical disinfectants as 
stated in CEN/TC 216 for veterinary use. In addition to a low contamination with a final 
concentration of 3g/l bovine albumin, a high contamination with a final concentration of 10g/l 
each bovine albumin and yeast extract was used. The temperature was also adapted to 
practical conditions. Since in the majority of cases, especially in food production, disinfection 
is performed at temperatures clearly below 20°C the carrier experiments were conducted not 
only at a testing temperature of 20°C but also at 10°C. With the exception of ethanol, all 
tested biocidal agents showed virucidal efficacy. With regard to the applied interfering 
substances and varying temperatures, several factors influencing the efficacy of the agents 
were observed, such as protein contamination, lower temperature, or a combination of both. 
Thus, adapting both temperature and interfering substances is recommended for disinfection 
testing for food production and veterinary practice. The results of this study are applicable for 
consideration for future editions of the DGV-guidelines for testing chemical disinfectants. 
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Anhang 
 
Tabelle 37: Toxizität von Natriumhypochlorit im Suspensionsversuch 
+  toxisch -  nicht toxisch 
 
 
 
Tabelle 38: Toxizität von Natronlauge im Suspensionsversuch 
+  toxisch -  nicht toxisch 
 
 
 
 
 
Natriumhypochlorit Zellkultur 
Konzentration (%) Verdünnungsstufe CRFK MM 
0,5 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
1,0 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
1,5 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
2,0 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
2,5 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
Natronlauge Zellkultur 
Konzentration (%) Verdünnungsstufe CRFK MM 
0,1 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
0,5 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
1,0 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
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Tabelle 39: Toxizität von Ethanol im Suspensionsversuch 
+  toxisch -  nicht toxisch n.u.  nicht untersucht 
 
Tabelle 40: Toxizität von Peressigsäure im Suspensionsversuch 
+  toxisch -  nicht toxisch 
Ethanol Zellkultur 
Konzentration (%) Verdünnungsstufe CRFK MM 
40 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
45 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
50 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
55 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
60 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
65 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
70 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
75 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
80 
10-2 - n.u. 
10-3 - n.u. 
10-4 - n.u. 
Peressigsäure Zellkultur 
Konzentration (%) Verdünnungsstufe CRFK MM 
0,05 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
0,1 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
0,5 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
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Tabelle 41: Toxizität von Glutaraldehyd im Suspensionsversuch 
+  toxisch -  nicht toxisch +/-  50% toxisch 
 
 
Tabelle 42: Ergebnisse der Suspensionsversuche mit Natriumhypochlorit 
N   niedrige Belastung +   Viruspartikel nachweisbar           n.u.  nicht untersucht 
H   hohe Belastung         -    keine Viruspartikel nachweisbar 
    
    
 
 
 
 
 
Glutaraldehyd Zellkultur 
Konzentration (%) Verdünnungsstufe CRFK MM 
0,05 
10-2 - - 
10-3 - - 
10-4 - - 
0,1 
10-2 - +/- 
10-3 - - 
10-4 - - 
0,5 
10-2 - + 
10-3 - - 
10-4 - - 
1,0 
10-2 + + 
10-3 - - 
10-4 - - 
Natriumhypochlorit Zellkultur 
Konzentration (%) Belastung CRFK MM 
0,1 
N + + 
H + + 
0,5 
N + - 
H + + 
1,0 
N - - 
H + + 
1,5 
N n.u. n.u. 
H + + 
2,0 
N n.u. n.u. 
H + - 
2,5 
N n.u. n.u. 
H + - 
3,0 
N n.u. n.u. 
H - n.u. 
 
Anhang 
 
85 
 
Tabelle 43: Ergebnisse der Suspensionsversuche mit Natronlauge 
N   niedrige Belastung +   Viruspartikel nachweisbar           n.u.  nicht untersucht 
H   hohe Belastung         -    keine Viruspartikel nachweisbar 
 
 
 
Tabelle 44: Ergebnisse der Suspensionsversuche mit Ethanol 
N   niedrige Belastung +   Viruspartikel nachweisbar           n.u.  nicht untersucht 
H   hohe Belastung         -    keine Viruspartikel nachweisbar 
 
 
 
Natronlauge Zellkultur 
Konzentration (%) Belastung CRFK MM 
0,01 
N n.u. + 
H n.u. n.u. 
0,05 
N + + 
H n.u. n.u. 
0,1 
N + - 
H + + 
0,5 
N - - 
H - - 
1,0 
N - - 
H - - 
Ethanol Zellkultur 
Konzentration (%) Belastung CRFK MM 
40 
N n.u. + 
H n.u. + 
45 
N n.u. + 
H n.u. + 
50 
N n.u. - 
H n.u. - 
55 
N n.u. - 
H n.u. - 
60 
N n.u. - 
H n.u. - 
65 
N n.u. - 
H n.u. - 
70 
N n.u. - 
H n.u. - 
75 
N + - 
H + - 
80 
N + - 
H + - 
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Tabelle 45: Ergebnisse der Suspensionsversuche mit Peressigsäure 
N   niedrige Belastung +   Viruspartikel nachweisbar           n.u.  nicht untersucht 
H   hohe Belastung         -    keine Viruspartikel nachweisbar 
 
 
 
Tabelle 46: Ergebnisse der Suspensionsversuche mit Glutaraldehyd 
N   niedrige Belastung +   Viruspartikel nachweisbar            
H   hohe Belastung         -    keine Viruspartikel nachweisbar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Peressigsäure Zellkultur 
Konzentration (%) Belastung CRFK MM 
0,001 
N n.u. + 
H n.u. n.u. 
0,005 
N n.u. + 
H n.u. + 
0,01 
N + - 
H n.u. + 
0,05 
N + - 
H + - 
0,1 
N - n.u. 
H - - 
0,5 
N - n.u 
H -  n.u. 
Glutaraldehyd Zellkultur 
Konzentration (%) Belastung CRFK MM 
0,05 
N + + 
H + + 
0,1 
N - - 
H + + 
0,5 
N - - 
H - - 
1,0 
N - - 
H - - 
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Tabelle 47: Darstellung der Stabilität der Prüfviren während Trocknungsphase im Exsikkator 
n.u.  nicht untersucht 
 
Tabelle 48: Auswirkung des Beschichtungsvolumens auf Trocknungszeit und Titerreduktion 
AT:  Ausgangstiter 
 
 
Tabelle 49: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Natriumhypochlorit 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
Trocknungszeit (min) 
 
Titer (log10KID50/ml) 
 
MNV 
 
CPV 
 
0 7,125 6,975 
 
5 7,125 n.u. 
 
10 7,0 n.u. 
 
15 6,875 6,75 
 
20 7,0 n.u. 
 
25 7,0 n.u. 
 
30 7,0 6,75 
Volumen (µl) Zeit (min) 
 
Titer (log10KID50/ml) 
MNV CPV 
AT 0 5,675 6,55 
50 15 5,325 6,45 
100 30 5,325 6,2 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
riu
m
hy
po
ch
lo
rit
 
0,5 20 N 6,975 6,725 0,250 6,100 0,750 0,5 20 N 6,850 6,600 6,225 
1,0 20 N 7,100 4,600 2,313 3,225 3,563 1,0 20 N 6,850 4,725 3,600 
1,5 10 N 6,850 6,225 1,375 5,600 2,063 1,5 10 N 7,225 5,100 4,350 
1,5 20 N 6,975 ≤ 3,1 3,875 ≤ 3,1 3,875 1,5 20 N 6,975 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,5 20 H 7,475 6,225 1,250 4,725 2,875 1,5 20 H 7,350 6,100 4,350 
2,0 10 N 6,850 3,475 3,563 ≤ 3,1 3,813 2,0 10 N 7,225 3,475 3,350 
2,0 10 H 7,100 5,100 2,000 3,975 3,127 
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Tabelle 49: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Natriumhypochlorit 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
Tabelle 50: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Natronlauge 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
riu
m
hy
po
ch
lo
rit
 
2,0 20 N 7,475 ≤ 3,1 4,375 ≤ 3,1 4,375 2,0 20 N 7,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
2,0 20 H 7,475 ≤ 3,1 3,375 ≤ 3,1 4,313 2,0 20 H 7,350 4,975 ≤ 3,1 
2,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 4,000 ≤ 3,1 4,000 2,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
2,5 10 H 7,100 4,975 2,375 ≤ 3,1 4,000 2,5 10 H 7,100 4,475 ≤ 3,1 
2,5 20 H 7,475 3,600 3,625 ≤ 3,1 4,313 2,5 20 H 7,350 3,975 ≤ 3,1 
3,0 10 N 7,100 ≤ 3,1 4,000 3,350 3,875 3,0 10 N 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
3,0 10 H 7,100 3,350 3,188 ≤ 3,1 3,938 3,0 10 H 7,100 4,475 3,225 
3,0 20 H 6,725 ≤ 3,1 3,625 ≤ 3,1 3,625 3,0 20 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
3,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 4,000 ≤ 3,1 4,000 3,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
3,5 10 H 7,100 3,225 3,875 ≤ 3,1 4,000 3,5 10 H 7,100 3,225 ≤ 3,1 
4,0 10 H 7,350 3,225 4,188 ≤ 3,1 4,250 4,0 10 H 7,350 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
4,5 10 H 7,350 ≤ 3,1 4,125 ≤ 3,1 4,250 4,5 10 H 7,350 3,350 ≤ 3,1 
5,0 10 H 7,350 ≤ 3,1 4,250 ≤ 3,1 4,250 5,0 10 H 7,350 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
ro
nl
au
ge
 
0,1 10 N 6,725 4,725 1,688 4,600 2,375 0,1 10 N 6,725 5,350 4,100 
0,1 10 H 7,100 6,850 0,250 6,475 0,813 0,1 10 H 7,100 6,850 6,100 
0,1 20 N 7,100 6,350 1,313 5,975 1,625 0,1 20 N 7,100 5,225 4,975 
0,1 20 H 6,850 6,600 0,313 6,350 0,563 0,1 20 H 7,475 7,100 6,850 
0,5 10 N 6,725 3,350 3,375 3,225 3,500 0,5 10 N 6,600 3,225 ≤ 3,1 
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Tabelle 50: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Natronlauge 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
 
 
Tabelle 51: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Peressigsäure 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
ro
nl
au
ge
 
0,5 10 H 6,725 3,600 2,688 ≤ 3,1 3,563 0,5 10 H 6,600 4,350 ≤ 3,1 
0,5 20 N 6,850 ≤ 3,1 3,750 ≤ 3,1 3,750 0,5 20 N 6,850 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,5 20 H 6,850 ≤ 3,1 3,750 ≤ 3,1 3,750 0,5 20 H 6,850 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 10 N 6,725 ≤ 3,1 3,563 ≤ 3,1 3,563 1,0 10 N 6,600 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 10 H 6,725 ≤ 3,1 3,563 ≤ 3,1 3,563 1,0 10 H 6,600 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 20 H 6,850 3,225 3,625 ≤ 3,1 3,688 1,0 20 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,5 10 H 6,725 ≤ 3,1 3,625 ≤ 3,1 3,625 1,5 10 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
P
er
es
si
gs
äu
re
 
0,001 20 N 6,975 6,600 0,375 6,600 0,375 
0,005 20 N 6,975 6,350 0,623 6,350 0,623 
0,005 20 H 6,975 6,600 0,350 6,600 0,350 
0,01 10 N 6,850 6,225 1,188 5,600 1,813 0,01 10 N 6,725 4,975 4,350 
0,01 20 N 6,975 5,475 1,438 5,100 1,688 0,01 20 N 6,975 5,600 5,475 
0,01 20 H 7,225 6,850 0,250 6,225 0,563 0,01 20 H 6,725 6,600 6,600 
0,05 10 N 6,850 4,475 2,750 ≤ 3,1 3,688 0,05 10 N 6,725 3,600 ≤ 3,1 
0,05 10 H 6,725 4,725 2,000 3,350 2,813 0,05 10 H 6,725 4,725 4,475 
0,05 20 N 6,975 ≤ 3,1 3,813 ≤ 3,1 3,875 0,05 20 N 6,975 3,225 ≤ 3,1 
0,05 20 H 6,975 ≤ 3,1 3,250 ≤ 3,1 3,938 0,05 20 H 7,225 4,600 3,225 
0,1 10 N 6,850 3,225 3,625 ≤ 3,1 3,6875 0,1 10 N 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,1 10 H 6,725 ≤ 3,1 3,625 ≤ 3,1 3,625 0,1 10 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,1 20 N 6,975 ≤ 3,1 3,875 ≤ 3,1 3,875 0,1 20 N 6,975 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
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Tabelle 51: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Peressigsäure 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
Tabelle 52: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Glutaraldehyd 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
 0,1 20 H 7,225 ≤ 3,1 4,125 ≤ 3,1 4,125 0,1 20 H 7,225 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,5 10 H 6,725 ≤ 3,1 3,625 ≤ 3,1 3,625 0,5 10 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
G
lu
ta
ra
ld
eh
yd
 
0,01 20 N 6,475 6,350 0,123 6,100 0,373 
0,05 20 N 6,475 5,600 0,813 4,350 2,250 0,05 20 N 6,600 5,850 4,225 
0,1 10 N 7,725 6,850 0,813 6,225 1,250 0,1 10 N 6,850 6,100 5,850 
0,1 10 H 7,100 6,600 0,563 6,475 0,688 0,1 10 H 7,100 6,475 6,350 
0,1 20 N 7,100 5,100 2,500 ≤ 4,1 3,000 0,1 20 N 7,100 4,100 ≤ 4,1 
0,1 20 H 6,725 5,475 1,125 4,225 2,000 0,1 20 H 6,850 5,850 5,350 
0,25 10 N 7,725 5,350 2,688 4,600 3,250 0,25 10 N 7,475 4,475 ≤ 4,1 
0,25 10 H 7,475 5,225 2,375 ≤ 4,1 3,375 0,25 10 H 7,475 4,975 ≤ 4,1 
0,25 20 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 0,25 20 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,25 20 H 7,100 4,350 2,875 ≤ 4,1 3,000 0,25 20 H 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,5 10 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 0,5 10 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,5 10 H 7,475 ≤ 4,1 3,375 ≤ 4,1 3,375 0,5 10 H 7,475 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,5 20 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 0,5 20 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,75 10 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 0,75 10 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,75 10 H 7,475 ≤ 4,1 3,375 ≤ 4,1 3,375 0,75 10 H 7,475 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
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Tabelle 53: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit MNV und Ethanol 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
MNV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
E
th
an
ol
 
40 10 N 6,850 5,475 1,250 5,225 1,625 40 10 N 7,100 5,975 5,475 
40 10 H 6,975 6,225 0,813 6,100 0,938 40 10 H 6,975 6,100 5,975 
40 20 N 6,850 4,725 2,127 4,725 2,127 
40 20 H 6,975 6,850 0,123 6,100 0,873 
45 10 N 6,850 4,225 2,688 ≤ 3,1 3,875 45 10 N 7,100 4,350 ≤ 3,1 
45 10 H 6,975 4,225 2,750 3,850 3,125 45 10 H 6,975 4,225 3,850 
45 20 N 6,850 4,350 2,500 4,225 2,627 45 20 N 6,850 4,350 4,225 
45 20 H 6,975 4,975 2,000 4,350 2,623 45 20 H 6,975 4,975 4,350 
50 10 N 6,850 3,850 3,250 ≤ 3,1 3,938 50 10 N 7,225 3,725 ≤ 3,1 
50 10 H 6,975 3,225 3,563 ≤ 3,1 3,688 50 10 H 6,975 3,600 3,475 
50 20 N 6,975 3,350 3,250 3,350 3,313 50 20 N 6,975 4,100 3,975 
50 20 H 7,100 3,600 3,063 3,600 3,125 50 20 H 6,975 4,350 4,225 
55 10 N 7,225 3,225 3,938 ≤ 3,1 4,000 55 10 N 6,975 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
55 10 H 6,975 ≤ 3,1 3,938 ≤ 3,1 4,000 55 10 H 7,225 3,225 ≤ 3,1 
55 20 N 6,975 3,600 3,563 3,350 3,688 55 20 N 6,850 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
55 20 H 7,100 3,350 3,688 3,225 3,750 55 20 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
60 10 N 7,225 ≤ 3,1 4,375 ≤ 3,1 4,438 60 10 N 7,850 3,225 ≤ 3,1 
60 10 H 6,975 ≤ 3,1 3,938 ≤ 3,1 3,938 60 10 H 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
60 20 N 6,975 ≤ 3,1 3,875 ≤ 3,1 3,875 60 20 N 6,975 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
60 20 H 7,100 ≤ 3,1 3,813 ≤ 3,1 3,813 60 20 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
65 10 N 6,850 3,350 3,125 ≤ 3,1 4,250 65 10 N 7,850 5,100 ≤ 3,1 
65 10 H 7,350 3,225 4,125 ≤ 3,1 4,500 65 10 H 7,850 3,725 ≤ 3,1 
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Tabelle 54: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Natriumhypochlorit 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
Tabelle 55: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Natronlauge 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
riu
m
hy
po
ch
lo
rit
 
1,0 20 N 6,350 6,100 0,250 6,100 0,250 1,0 20 N 6,475 6,225 6,225 
1,5 10 N 6,475 4,725 1,750 4,350 2,125 1,5 10 N 6,475 4,725 4,350 
1,5 20 N 6,475 4,725 2,000 4,350 2,750 1,5 20 N 6,475 4,225 ≤ 3,1 
2,0 10 N 6,850 4,475 3,0625 3,975 3,375 2,0 10 N 6,975 3,225 ≤ 3,1 
2,0 20 N 6,475 ≤ 3,1 3,375 ≤ 3,1 3,375 2,0 20 N 6,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
2,0 20 H 6,475 6,225 0,250 5,850 0,625 
2,5 10 N 6,350 4,600 2,6875 3,975 3,125 2,5 10 N 6,975 3,350 ≤ 3,1 
2,5 20 N 6,475 ≤ 3,1 3,375 ≤ 3,1 3,375 2,5 20 N 6,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
2,5 20 H 6,475 5,600 0,813 5,600 0,813 
3,0 10 N 6,850 3,225 3,625 3,225 3,750 3,0 10 N 6,975 3,350 ≤ 3,1 
3,0 20 H 6,350 4,475 1,938 4,100 2,563 3,0 20 H 6,475 4,475 3,600 
3,5 10 N 6,975 ≤ 3,1 3,875 ≤ 3,1 3,875 3,5 10 N 6,975 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
3,5 10 H 6,725 4,475 2,000 4,350 2,563 3,5 10 H 7,100 5,350 4,350 
3,5 20 H 6,225 3,600 3,000 3,350 3,125 3,5 20 H 6,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
4,0 10 H 7,100 5,475 2,375 4,975 2,875 4,0 10 H 6,850 3,725 3,225 
4,0 20 H 6,225 ≤ 3,1 3,250 ≤ 3,1 3,250 4,0 20 H 6,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
4,5 10 H 7,100 5,350 2,500 4,725 3,063 4,5 10 H 6,850 3,600 ≤ 3,1 
5,0 10 H 6,850 ≤ 3,1 3,563 ≤ 3,1 3,563 5,0 10 H 6,475 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
ro
n-
la
ug
e 
0,1 10 N 7,100 6,100 1,000 6,100 1,250 0,1 10 N 7,100 6,100 5,600 
0,1 10 H 6,725 6,475 0,1875 6,475 0,1875 0,1 10 H 6,725 6,600 6,600 
 
Anhang 
 
93 
 
Tabelle 55: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Natronlauge  
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
 
Tabelle 56: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Peressigsäure 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre- 
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
N
at
ro
nl
au
ge
 
0,1 20 N 6,600 4,725 1,250 3,100 2,063 0,1 20 N 6,475 5,850 5,850 
0,1 20 H 6,625 6,350 0,313 6,225 0,375 0,1 20 H 6,600 6,225 6,225 
0,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 4,000 ≤ 3,1 4,000 0,5 10 N 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,5 10 H 7,225 3,475 3,688 3,350 3,750 0,5 10 H 6,725 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,5 20 N 6,600 ≤ 3,1 3,500 ≤ 3,1 3,500 0,5 20 N 6,600 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
0,5 20 H 6,600 3,225 3,438 ≤ 3,1 3,500 0,5 20 H 6,600 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 10 N 7,100 ≤ 3,1 4,000 ≤ 3,1 4,000 1,0 10 N 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 10 H 7,225 ≤ 3,1 4,125 ≤ 3,1 4,125 1,0 10 H 7,225 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 20 N 6,600 ≤ 3,1 3,500 ≤ 3,1 3,500 1,0 20 N 6,600 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,0 20 H 7,100 ≤ 3,1 4,000 ≤ 3,1 4,000 1,0 20 H 7,100 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
1,5 10 H 7,225 ≤ 3,1 4,125 ≤ 3,1 4,125 1,5 10 H 7,225 ≤ 3,1 ≤ 3,1 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
diktion 
P
er
es
si
gs
äu
re
 
0,05 10 N 6,725 6,475 0,563 5,600 1,188 0,05 10 N 6,850 5,975 5,600 
0,05 20 N 6,475 5,850 0,688 5,350 1,375 0,05 20 N 6,475 5,725 4,850 
0,1 10 N 6,725 6,100 0,938 5,225 1,875 0,1 10 N 6,850 5,600 4,600 
0,1 10 H 6,725 6,100 0,813 5,600 1,313 0,1 10 H 7,100 6,100 5,600 
0,1 20 N 6,350 5,475 0,938 4,600 1,875 0,1 20 N 6,350 5,350 4,350 
0,1 20 H 6,350 5,475 0,813 4,850 1,500 0,1 20 H 6,725 5,975 5,225 
0,5 10 N 6,725 ≤ 4,1 2,625 ≤ 4,1 2,688 0,5 10 N 6,850 4,225 ≤ 4,1 
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Tabelle 56: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Peressigsäure 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
Tabelle 57: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Glutaraldehyd 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe
-ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
P
er
es
si
gs
äu
re
 
0,5 10 H 6,725 5,225 2,250 ≤ 4,1 2,813 0,5 10 H 7,100 4,100 ≤ 4,1 
0,5 20 N 6,475 4,350 2,188 3,350 3,375 0,5 20 N 6,725 4,475 ≤ 3,1 
0,5 20 H 6,725 4,475 2,250 3,225 3,563 0,5 20 H 6,725 4,475 ≤ 3,1 
1,0 10 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 1,0 10 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,0 10 H 7,100 ≤ 4,1 2,875 ≤ 4,1 3,000 1,0 10 H 7,100 4,35 ≤ 4,1 
1,0 20 N 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 1,0 20 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,0 20 H 7,100 ≤ 4,1 3,000 ≤ 4,1 3,000 1,0 20 H 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
G
lu
ta
ra
ld
eh
yd
 
0,1 10 N 7,225 6,100 0,938 3,225 2,938 0,1 10 N 7,100 6,350 5,225 
0,1 20 N 7,100 6,100 1,000 5,100 1,938 0,1 20 N 7,100 6,100 5,225 
0,25 10 N 7,225 5,100 2,188 4,350 2,813 0,25 10 N 7,225 4,975 4,475 
0,25 20 N 6,975 4,475 2,250 3,475 3,313 0,25 20 N 6,475 4,475 3,350 
0,5 10 N 7,225 5,225 3,000 ≤ 3,1 4,125 0,5 10 N 7,225 3,225 ≤ 3,1 
0,5 10 H 7,225 5,100 2,313 ≤ 3,1 3,438 0,5 10 H 7,225 4,725 4,475 
0,5 20 N 6,475 ≤ 3,1 3,313 ≤ 3,1 3,313 0,5 20 N 6,600 3,350 3,350 
0,5 20 H 6,350 3,975 2,438 3,225 3,063 0,5 20 H 6,350 3,850 3,350 
0,75 10 N 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 0,75 10 N 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,75 10 H 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 0,75 10 H 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
0,75 20 N 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 0,75 20 N 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
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Tabelle 57: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Glutaraldehyd 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
 
 
Tabelle 58: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Ethanol 
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ 
5min 
Titerre-
duktion 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
G
lu
ta
ra
ld
eh
yd
 
0,75 20 H 7,100 4,225 2,938 ≤ 4,1 3,063 0,75 20 H 7,225 4,225 ≤ 4,1 
1,0 10 N 7,225 ≤ 4,1 3,063 ≤ 4,1 3,063 1,0 10 N 7,100 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,0 10 H 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 1,0 10 H 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,0 20 N 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 1,0 20 N 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,0 20 H 7,225 ≤ 4,1 3,063 ≤ 4,1 3,063 1,0 20 H 7,225 4,225 ≤ 4,1 
1,5 10 H 7,225 ≤ 4,1 3,125 ≤ 4,1 3,125 1,5 10 H 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
1,5 20 H 7,100 ≤ 4,1 3,063 ≤ 4,1 3,063 1,5 20 H 7,225 ≤ 4,1 ≤ 4,1 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ   
5min 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
E
th
an
ol
 
60 10 N 6,725 n.u. 6,100 0,688 60 10 N 6,850 n.u. 6,100 
60 10 H 6,725 n.u. 6,225 0,688 60 10 H 6,725 n.u. 5,850 
60 20 N 7,225 n.u. 6,475 0,688 60 20 N 7,225 n.u. 6,600 
60 20 H 6,850 n.u. 6,350 0,688 60 20 H 6,850 n.u. 5,975 
65 10 N 6,725 n.u. 6,100 0,875 65 10 N 6,850 n.u. 5,725 
65 10 H 6,725 n.u. 6,225 0,625 65 10 H 6,725 n.u. 5,975 
65 20 N 7,225 n.u. 6,350 0,875 65 20 N 7,225 n.u. 6,350 
65 20 H 6,850 n.u. 6,100 0,688 65 20 H 6,850 n.u. 6,225 
70 10 N 6,725 n.u. 5,725 1,188 70 10 N 6,850 n.u. 5,475 
70 10 H 6,725 n.u. 6,225 0,688 70 10 H 6,725 n.u. 5,850 
70 20 N 6,600 n.u. 5,475 1,063 70 20 N 7,225 n.u. 6,225 
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Tabelle 58: Ergebnisse des Keimträgerversuchs mit CPV und Ethanol  
EWZ   Einwirkzeit               N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
 
Tabelle 59: Minimale Konzentration und Einwirkzeit der Desinfektionsmittel bei 20°C zur 
                    Reduktion der KID50 um mind. 3 lg-Stufen 
N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
 
Tabelle 60: Minimale Konzentration und Einwirkzeit der Desinfektionsmittel bei 10°C zur  
                    Reduktion der KID50 um mind. 3 lg-Stufen 
N   niedrige Belastung               H   hohe Belastung 
 
 
 
CPV 
 
Titer in log10KID50/ml 
 
Desin-
fektions- 
mittel 
Konzen-
tration 
(%) 
Tempe-
ratur 
(°C) 
Belas-
tung 
Virus- 
kontrolle 
EWZ   
5min 
EWZ 
30min 
Titerre-
duktion 
E
th
an
ol
 
70 20 H 6,600 n.u. 5,100 1,063 70 20 H 6,850 n.u. 6,225 
75 20 N 6,600 n.u. 5,350 1,250 
75 20 H 6,600 n.u. 5,725 0,875 
80 20 N 6,600 n.u. 5,600 1,000 
80 20 H 6,600 n.u. 5,725 0,875 
Virus Belas-tung 
Desinfektionsmittel (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
Natrium- 
hypochlorit Natronlauge Ethanol 
Peressig-
säure 
Glutar-
aldehyd 
MNV N 1,5/5 1,0/30 
0,5/5 
0,5/30 
50/5 
50/30 
0,05/5 
0,05/30 
0,25/5 
0,1/30 
CPV N 2,0/5 2,0/30 
0,5/5 
0,5/30 unwirksam 
1,0/5 
0,5/30 
0,5/5 
0,25/30 
MNV H 2,0/5 2,0/30 
0,5/5 
0,5/30 
50/5 
50/30 
0,05/5 
0,05/30 
0,5/5 
0,25/30 
CPV H 3,5/5 3,5/30 
0,5/5 
0,5/30 unwirksam 
1,0/5 
0,5/30 
1,0/5 
0,5/30 
Virus Belas-tung 
Desinfektionsmittel (Konzentration[%] / Zeit[min]) 
Natrium- 
hypochlorit Natronlauge Ethanol 
Peressig-
säure 
Glutar-
aldehyd 
MNV N 2,0/5 2,0/30 
0,5/5 
0,5/30 
50/5 
45/30 
0,1/5 
0,05/30 
0,5/5 
0,25/30 
CPV N 3,0/5 2,0/30 
0,5/5 
0,5/30 unwirksam 
1,0/5 
1,0/30 
0,5/5 
0,5/30 
MNV H 3,0/5 2,0/30 
1,0/5 
0,5/30 
50/5 
45/30 
0,1/5 
0,1/30 
0,5/5 
0,25/30 
CPV H 5,0/5 4,5/30 
0,5/5 
0,5/30 unwirksam 
1,5/5 
1,0/30 
0,75/5 
0,5/30 
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Chemikalien und Reagenzien 
 
Rezeptur zur PBS-Herstellung 
Aqua dest.:     1000 ml 
Natriumchlorid (NaCl):   8,00 g 
Kaliumchlorid (KCl):    0,20 g 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4): 1,44 g 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4): 0,24 g 
pH 7,4 
Die Lösung wurde im Autoklaven bei 121°C für 15min sterilisiert. 
 
Rezeptur zur WSH-Herstellung 
Lösung A: 1,98 g MgCl2, 4,62 g CaCl2 werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefüllt  
                  Membranfiltration oder Autoklavieren  
 
Lösung B: 3,5 g NaHCO3 wird mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefüllt 
                 Membranfiltration 
 
Gebrauchslösung: 
3 ml der Lösung A und 4 ml der Lösung B wurden in 500 ml Aqua dest. verdünnt  
Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 ± 0,2  
 
Rezeptur der niedrigen Belastung 
3 g Rinderalbumin wurden in einem 100 ml Messkolben mit 90 ml Aqua dest. aufgelöst. 
Nach Absetzen des Schaumes wurde bis zur 100 ml Marke mit Aqua dest. aufgefüllt. Es 
folgte eine Membranfiltration und anschließende Lagerung im Kühlschrank. 
 
Rezeptur der hohen Belastung 
25 g Hefeextrakt-Pulver wurden in einem 150 ml Messkolben mit 75 ml Aqua dest. gelöst. 
Nachdem der Schaum zusammengefallen war, wurde bis zur 125 ml Marke mit Aqua dest. 
aufgefüllt. Die Lösung wurde autoklaviert und auf 20°C abgekühlt.  
25 ml dieser Lösung wurden in einem 50 ml Messkolben gefüllt und mit 10 ml Aqua dest. 
sowie 5 g Rinderalbumin unter Schütteln aufgelöst. Anschließend wurde bis zur 50 ml Marke 
mit Aqua dest. aufgefüllt, durch Membranfiltration sterilisiert und im Kühlschrank gelagert. 
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